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Bildung von Lavulinséure aus Glucosamin, Chitin 
und Chitose. 


Von 
Hedwig Hamburger. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institutes der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Eingegangen am 15; Juli 1911.) 


Bei der Behandlung verschiedener Eiwei8kérper und Nuclein- 
siuren mit starken Mineralsiuren haben Kossel, Neumann, 
Noll, Steudel sowie Levene und Mandel Léavulinsdure er- 
halten. Es ist jedoch nicht gelungen, die Quelle der so ent- 
standenen Lavulinséure zu ergriinden. Die Lavulinsaure gilt 
als ein charakteristisches Abbauprodukt aller echten Hexosen, 
und man schlieBt aus ihrem Auftreten auf das Vorhandensein 
eines Sechs-Kohlenstoff-Zuckers. 

Da nun in zahlreichen Proteinen und kompliziert zu- 
sammengesetzten Naturstoffen Aminozucker gefunden worden 
sind, habe ich auf Veranlassung von Prof. Neuberg gepriift, 
ob auch amidierte Kohlenhydrate in Lavulinséure iibergehen 
kénnen. Tatsachlich kommt diese Fahigkeit dem d-Glucosamin 
und dessen anhydridartigem Polysaccharid, dem Chitin, zu. 
Deshalb wird man auch die Glucosamingruppe in Zukunft als 
Lavulinsaéurequelle in Betracht ziehen miissen. 


Experimentelles. 


Nach den Untersuchungen von B. Tollens') und seinen 
Mitarbeitern geht bei den einfachen Hexosen der Ubergang 
in Laévulinséure bereits bei 20 bis 30stiindigem Erhitzen mit 
Salzséure von 20°/, im siedenden Wasserbade vor sich. Bei 
der bekannten, zuerst von E. Fischer betonten Bestandigkeit 

1) Literatur siche bei C. Neuberg, Handb. der Unters. des 


Harns usw. Berlin 1911, 8. 461. 
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3 H. Hamburger: 


des Glucosamins gegen heiBe Salzsiure vollzieht sich die Um- 
wandlung des Aminozuckers in Lavulinsiure nicht so einfach. 
Glucosamin bleibt selbst bei 5tagigem Kochen mit 20°/, iger 
Salzsiure im Kolben mit Steigrohr auf dem Wasserbade fast 
véllig unzersetzt, und nahezu das gleiche ist beim Erhitzen 
mit Salzsiure iiber freier Flamme der Fall. 

Zum Ziele fiihrt aber ein 4 bis 5tagiges Sieden mit 25 bis 
30°/,iger Schwefelsiure im offenen, mit Steigrohr versehenen 
Kolben. Wenn die Huminabscheidung nicht mehr zunimmt, 
wird filtriert und in iiblicher Weise ausgeathert. 

Der Atherauszug hinterlaBt einen gelben bis briunlichen 
Sirup, der stechend riecht (Ameisenséure). Zur méglichsten 
Vertreibung fliichtiger Beimengungen erhitzt man den Ather- 
abdampfriickstand einige Zeit auf 50° und nimmt die weitere 
Verarbeitung nach Tollens vor. Das schén krystallisierende 
Zinksalz liefert mit starkem AgNO, die charakteristischen Kry- 
stalle von lavulinsaurem Silber. 

Bei der Zerlegung von 5 g Glucosaminchlorhydrat mit 
100 ccm 30°/,iger Schwefelséure wurden 1,02 g laivulinsaures 
Silber erhalten. 

0,1084 g Substanz ergaben 0,0523 g Ag. 

C,H,O, Ag. Ber.: Ag = 48,43°/, 

Gef.: Ag = 48,24°/, 

Bei einem anderen Versuche mit 5,0 g Glucosaminchlor- 
hydrat und 100cem H,SO, von 25°/, wurden 0,93 g lavulin- 
saures Silber gefunden. 

Chitin (aus Hummerschalen) liefert bei der gleichen Be- 
handlung ebenfalls Lavulinsiure. Aus 5 g sorgfaltig entkalktem 
Material wurde nach der Behandlung mit siedender H,SO, 
durch Atherextraktion zunachst ein Sirup gewonnen, der stark 
die Kossel-Neumannsche Farbenreaktion') auf Lavulinsaiure 
mit Nitroprussidnatrium und Lauge und eine kraftige Jodo- 
formprobe ergab. Isoliert wurden schlieBlich 0,74 g Silbersalz 
der Lavulinsiure. 

0,1471 g Substanz ergaben 0,0714 g Ag. 
C,;H,O,Ag. Ber.: Ag == 48,43°/, 
Gef.: Ag == 48,54°/, / 
1) A. Kossel und A. Neumann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 
2220, 1894. 
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Nach neueren Untersuchungen von A. van Ekenstein 
und J. J. Blanksma’) sowie von J. Ville und E. Derrien?*) 
scheint als erstes Umwandlungsprodukt von Hexosen unter 
dem Einflusse starker Mineralsiuren das w-Oxymethyl- 
furfurol (I) zu entstehen: 


C,H,,0, = 3H,0 + C,H,0,. 


Durch Abspaltung von Ameisenséure (Il) und Wasser- 
anlagerung kénnte daraus die Bildung von Lavulinsdure (III) 
und Ameisenséure im Sinne folgender oder ahnlicher Formeln 
vor sich gehen: 

CH,O H —C = CH — CH = C—COH (I) 


lsc ok Se! —_—_———_ - > 
0 H H 


CH,0, (II) + CH.OH — CH —CH = CH—COH 


Go Bas 
CH.OH = CH—CH, —CH,—COOH adel 
CH, — CO—CH,—CH,—COOH (III). 


Die Gegenwart einer Aminogruppe im Glucosamin wiirde 
ganz gut erklaren, wieso sich eine Umwandlung im angedeuteten 
Sinne nur schwierig, d. h. erst nach Entfernung der Amino- 
gruppe durch Hydrolyse, vollziehen kann. Beseitigt man dieses 
Hindernis, d. h. schafft man die Aminogruppe des Glucosamins 
vor der Séurebehandlung fort, so tritt nunmehr tatsachlich die 
Lavulinséurebildung auBerst leicht und reichlich ein. 

Die Entfernung der Aminogruppe geschah einfach durch 
Behandlung von Glucosaminchlorhydrat mit der aquivalenten 
Menge Natriumnitrit. 

5,4 g HCl-Glucosamin wurden in 60 ccm H,O gelést und 
mit einer Lésung von 1,75 g NaNO, in 20 com Wasser gemischt. 
Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die 





1) Alb. van Ekenstein und J. J. Blanksma, Chem. Centralbl. 
1909, I, 1509; 1910, II, 292. 
2) J. Ville und E. Derrien, Chem. Centralbl. 1909, IT, 1699. 
1* 
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Stickstoffentwicklung durch kurzes Erwarmen auf dem Wasser- 
bade zu Ende gefiihrt. Die schwach gelb gefarbte Lésung von 
Chitose wurde alsdann mit dem doppelten Volumen rauchender 
Salzsiure am RiickfluBkiihler gekocht. Nach 6 Stunden ist die 
Huminbildung bereits stark und nach 20 Stunden wurden durch 
Ausithern usw. 1,66 g lavulinsaures Silber isoliert. 

DaB im Gegensatz zum Glucosamin das desaminierte 
Produkt, die Chitose, durch Salzsaure leicht in Lavulinsaéure 
iibergefiihrt werden kann, erklirt sich aus der Konstitution 
der Chitose. Letztere ist nach E. Fischer und E. Andreae’) 
als Hydrofurfuranabkémmling von der Formel: 


CH,OH —CH—CH.OH—CH .OH—CH—CHO 
0 


aufzufassen, als dessen direktes Anhydrid das w-Oxymethy]l- 
furfurol erscheint. 





1) E. Fischer und E. Andreae, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 
2589, 1903. 














Weiteres aber kinstliche Darstellung von Kohlenhydrat- 
phosphorsaureestern und Glycerinphosphorsaure. 


Von 
C. Neuberg und E, Kretschmer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institute der 
Kgl Landwirtschaftlichen Hochschule in Berlin.) 


Organische Abkémmlinge der Phosphorséure spielen in der 
Natur eine groBe Rolle, gehért doch der Phosphor zu den 
wenigen Elementen, die in organischer Bindung mit den wich- 
tigsten Bausteinen der Lebewesen auftreten. Phosphorhaltige 
EiweiSkérper (vom Typus des Vitellins und Caseins), phosphor- 
haltige Kohlenhydrate (vom Typus der Nucleinsaéuren), phosphor- 
haltige Fette (vom Typus der groBen Klasse der Phosphatide bzw. 
Lecithine) sind bekannt, d. h. lauter Substanzen, die mit der 
Struktur und dem Stoffwechsel der lebenden Zelle aufs engste 
verkniipft sind. 

Ein Aufbau solcher Produkte ist bisher nur in beschranktem 
MaBe méglich gewesen. Die das Grundskelett der Lecithine 


bildende Glycerinphosphorsaiure ist — wenigstens in der race- 
mischen Form — von Tuttin und Hann’) synthetisch dar- 
gestellt worden. 


Die kiinstliche Einfiigung des Phosphors in EiweiSkérper 
unter Bildung caseinartiger Substanzen ist vor kurzem C. Neu- 
berg und H. Pollak*) gelungen. 

Dieselben Autoren haben auch die ersten Synthesen*) von 


~1) F. Tuttin und A. C, O. Hann, Journ. chem. Soc. 87, 249, 
1905; 89, 1749, 1906. 
2) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 26, 529, 1910. 
-*) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitechr. 23, 515, 1910; 26, 
514, 1910; Ber. d. Deutsch, chem. Ges. 43, 2060, 1910. 








6 C. Neuberg und E. Kretschmer: 


Kohlenhydratphosphorséureestern ausgefiihrt, indem sie die 
Saccharose- und Glucosephosphorséure dargestellt haben’). 

Die weitere Erforschung dieser Kohlenhydratphosphorsaure- 
ester bietet deshalb Interesse, weil solche Verbindungen auBer 
in den Nucleinséuren auch im intermediaren Stoffwechsel auf- 
treten. So ist beispielsweise ihre Bedeutung fiir den Stoff- 
wechsel der Hefe und ihre Rolle bei der alkoholischen Garung 
klargelegt *) *) *)*)*®). 

Auch fiir den Vorgang der sogenannten Glykolyse scheinen, 
wenigstens nach Versuchen von W. Léb’) im Reagensglase, 
die Phosphorsiure bzw. ldsliche Phosphate von Bedeutung 
zu sein. 

Unter den Stoffwechselendprodukten der Hefe, d. h. in 
vergorenen Zuckerlésungen, treten Kohlenhydratphosphorsaure- 
ester auf*). Ganz allgemein scheinen diese Verbindungen beim 
AtmungsprozeB eine Rolle zu spielen. 

Bei den durch HefepreBsaft erzeugten Phosphorséureestern 
handelt es sich nach Harden und Young’) um die d-Lavulose- 
diphosphorsiure. 

Die Natur der in den Nucleinsiuren vorkommenden Hexose- 
phosphorséure ist unbekannt. 

Dagegen sind aus den Gehirn- und Organlipoiden mehrere 
Substanzen dargestellt worden, denen eine Galaktosephos- 
phorsaure zugrunde liegt, so das Sphingomyelin von Thudich- 


1) Anm. bei der Korrektur. Im Hinblick auf die jiingst von Lang - 
held (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 2079, 1911) gegebene Darlegung 
sei betont, daB wahre Kohlenhydratphosphorsaureester von mir 
und meinen Mitarbeitern (Lit. s. oben) langst dargestellt waren, wahrend 
L. lediglich die Addition von Athylphosphorséure an Glucose ohne 
analytische Daten anfiihrt. Da unsere Synthesen von L. nicht erwaihnt 
werden, so kénnte jene Angabe beziiglich der Geschichte der Zuckerphos- 
phorsdureverbindungen zu MiGverstindnissen fiihren. Neuberg. 

2) A. Harden und W.J. Young, Proc. chem. Soc. 21, 189, 1905. 

8) E. Buchner, diese Zeitschr. 19, 191, 1909. 

*) L. Iwanoff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281, 1907. 

5) A. v. Lebedeff, diese Zeitschr. 20, 114, 1909. 

6) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 44, 1901. 

7) W. Léb, diese Zeitschr. 32, 43, 1911. 

8) C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 430, 1910. ~ 

=») A. Harden und W. J. Young, diese Zeitschr. 32, 173 und 

177, 1911. 
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um), die Cerebriniphosphorséure von A. Bethe*) und nament- 
lich das Carnaubon der Niere von E. K. Dunham und @. A. 
Jacobson’). 

Deshalb war in erster Linie die Darstellung einer d-Galak- 
tosephosphorsaéure auf dem Wege der Synthese wiinschens- 
wert. Dieselbe wird im folgenden beschrieben. 

Die Methode der Gewinnung schlieBt sich an die friiher 
von Neuberg und Pollak (I. c.) befolgte an und besteht in 
der Einwirkung von Phosphoroxychlorid auf die wisserige 
Lésung des Zuckers bei Gegenwart eines siurebindenden Mittels. 

An sich sind die Kohlenhydrate als Polyhydroxylverbin- 
dungen befahigt, mehrere Phosphorsaéurereste aufzunehmen; um 
jedoch die Verhialtnisse nicht zu komplizieren, wurde die Re- 
aktion so geleitet, da8 sie zur Bildung eines Monophosphor- 
sdureesters fiihrte. 

Es kam stets Phosphoroxychlorid auf iiberschiissigen Zucker 
zur Anwendung. Als saurebindendes Mittel hat sich bei re- 
duzierenden Zuckern das kohlensaure Calcium bewéahrt, das 
ohne Einwirkung auf das Kohlenhydrat selbst ist und das die 
bei der Umsetzung (infolge Zersetzung des Phosphoroxychlorids) 
auftretende freie Salzsiiure sowie Phosphorsiure aufnimmt. 
Die Phosphorsaéure wird dabei als unlésliches Tricalciumphosphat 
gefallt, die Salzsiure in Calciumchlorid iibergefiihrt, das von 
dem entstandenen kohlenhydratphosphorsauren Calcium mittels 
Alkohol getrennt werden kann. Die Umsetzung geht nach fol- 
gender Gleichung vor sich: 


2C,H,,0, +2 POCI, + 5 CaCO, = H,O + 500, + 3 CaCl, 
+ 20C,H,,0,-0-PO,Ca. 


Nach diesem Verfahren wurde die Galaktosephosphoséure 
in reinem Zustande erhalten. 

Auch andere Zucker lassen sich auf diese Weise phosphory- 
lieren, so die Fructose, der Milchzucker und die Maltose. 
In allen diesen Fallen konnte die reichliche Bildung der organi- 
schen Kohlenhydratphosphorsaéuren nachgewiesen werden. Allein 


1) Thudichum, Tibingen 1901. 

2) A. Bethe, Arch. f. experim, Pathol. und Pharmakol. 48, 73. 

3) E.K. Dunham und C. A. Jacobson, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
46, 302, 1910. 
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die Reindarstellung scheiterte hier an der Unmédglichkeit, das 
Chlorcalcium zu entfernen. Denn fallte man die konzentrierte 
wasserige Lésung, die nur noch unveranderten Zucker, kohlen- 
hydratphosphorsauren Kalk und Calciumchlorid enthielt, mit 
absolutem Alkohol, so erwies sich der Niederschlag stets als 
stark chlorhaltig. Offenbar handelt es sich um Doppelverbin- 
dungen der kohlenhydratphosphorsauren Salze mit Erdalkali- 
halogeniden analog den bekannten Verbindungen der gewéhn- 
lichen Zucker mit Halogensalzen. 

So nahert sich die durch Phosphorylierung des Frucht- 
zuckers erhaltene Verbindung der Zusammensetzung: 

2C,H,,0,PCa +- CaCl, -+- 5 H,0O. 

Auch in den Aminozucker Glucosamin 1laBt sich auf 
diese Weise Phosphorsaure einfiihren. 

Auf einem Umwege gelang die Darstellung von Fructose- 
phosphorsaure, und zwar durch partielle Hydrolyse des 
Rohrzuckerphosphorséureesters. Der letztere ist von 
Neuberg und Pollak') durch Phosphorylierung des Rohr- 
zuckers bei Gegenwart von Atzkalk dargestellt worden und 
bildet sich nach der Gleichung: 


2C,,H,,0,, + 2 POCI, + 5Ca0 — 
H,0 -+- 3CaCl, + 2C,,H,,0,,-O-PO,Ca. 

Das leicht erhaltliche Kalksalz stellt in reinem Zustande 
ein luftbestandiges, farbloses, in Wasser spielend leicht lésliches 
Pulver dar von der Zusammensetzung: 

C,,H,,0,,PCa + 2H,0, 
das nicht reduziert, nicht gart und auch keine Reaktion 
auf anorganische Phosphorséure gibt. Bei der festen Bindung 
der Phosphorséure an das Zuckermolekiil la8t sich die Hydro- 
lyse nun so leiten, da8 die acetalartige Verkniipfung zwischen 
Glucose- und Fruchtzuckerrest rascher aufgehoben wird, als die 
Hydrolyse des Phosphorséureesters eintritt. 

Die Spaltung l48t sich durch verdiinnte Salzséure aus- 
fiihren. Dabei tritt sehr schnell Reduktionsvermégen gegen 
Fehlingsche Lésung, aber eine relativ unbedeutende Ab- 


ylhe. 
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is 











spaltung von Phosphorsaure ein. Schafft man die letztere durch 
Schiitteln mit kohlensaurem Kalk fort, so wird durch Alkohol 
aus der Lésung fructosephosphorsaures Calcium ausgefallt. 
Dasselbe hat die Zusammensetzung: 

C,H,,0,-O0-PO,Ca + H,O. 

Es reduziert stark beim Erwarmen Fehlingsche Mischung, 
gibt die Probe von Seliwanoff und gart mit Bierhefe zum 
Unterschiede von Saccharosephosphorséure und Glucosephosphor- 
sdure sehr stark. 

Von Erfolg war auch die Phosphorylierung des Gly- 
cerins begleitet, die sich in genau der gleichen Weise durch 
Schiitteln einer waisserigen Glycerinlésung mit Phosphoroxy- 
chlorid ausfiihren la8t. 

Die Reaktion vollzieht sich hier nach der Gleichung: 

2C,H,(OH), + 2 POCI, + 5 CaCO, — 5 CO, + H,O 
-++ 3 CaCl, -++- 2C,H,(OH),-O-PO,Ca. 

In diesem Falle geht die Umsetzung ziemlich glatt vor 
sich, und auch die Isolierung bietet keine Schwierigkeiten, 
doch hat das Verfahren keine Vorteile vor der langst bekannten 
Synthese der Glycerinphosphorsaéure aus Glycerin und Phosphor- 
sdureanhydrid und bietet so wenig wie diese Garantie fiir die 
Entstehung eines bestimmten der méglichen Isomeren. 

Auch bei einer zyklischen Hydroxylverbindung, dem Ino- 
sit, la6t sich durch Phosphorylierung Esterbildung erreichen, 
wenn man die Verbindung bei Gegenwart von Soda mit Phos- 
phoroxychlorid schiitttelt. Es entsteht in reichlicher Menge 
ein Inositpolyphosphorsaureester. Die Entfernung des Halogens 
bildet hier keine Schwierigkeiten, da dieser Inositester gleich 
dem natiirlich vorkommenden Phytin ein in Wasser unldsliches 
Kalksalz bildet und sich demgem&8 mit Calciumchlorid aus- 
fallen 1a8t. Allein die Trennung von beigemischtem Calcium- 
phosphat ist nach keiner der fiir diesen Zweck angegebenen 
Methoden von A. Contardi'), W. Vorbrodt*) oder E. Starken- 
stein*) gelungen. 


1) A. Contardi, Rendiconti delle R. Academia dei Lincei 19, 
Serie 5a, 23, 1910. 

2) W. Vorbrodt, Bull de ]’Acad. in Krakau 1910, 414. 

3) E. Starkenstein, diese Zeitechr. 30, 56, 1910. 
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Experimenteller Teil. 
d-Galaktosephosphorsaure. 
C,H,,0,P. 

60 g durch Umkrystallisieren gereinigte Galaktose wurden 
in 1500 ccm Wasser gelést, in dem 160g kohlensaurer Kalk 
suspendiert waren. Da sich beim Zutrépfeln von Phosphor- 
oxychlorid Kohlenséure entwickelt, ist die Benutzung von 
SchiittelgefaBen auch wegen der gleichzeitig notwendigen Eis- 
kiihlung unbequem. Daher wurde die von Neuberg und Pollak 
urspriinglich benutzte Methode verlassen und an ihrer statt in 
offenen GefaBen gearbeitet. Die notwendige Durchmischung kann 
namlich ebenso wirksam durch einen kraftigen Rihrer erfolgen. 
Es wurden daher unter lebhaftem Turbinieren zu obigem Gemisch, 
das sich in einem mit Eiskochsalzmischung umgebenen Filtrier- 
stutzen befand, langsam 50g Phosphoroxychlorid, gelést in 
ca. 100 cem Chloroform, aus einem mit Chlorcalciumrohr ver- 
sehenen Scheidetrichter tropfen gelassen. Diese Prozedur er- 
forderte ca. 6 Stunden. Die Mischung blieb dann 12 Stunden 
sich selbst iiberlassen. Durch diese Arbeitsweise vermeidet 
man, daf8 jemals saure Reaktion auftritt. Dann wurde von 
dem aus Calciumcarbonat sowie Calciumphosphat bestehenden 
Schlamm abgesaugt, der Riickstand gut ausgewaschen und das 
wasserklare Filtrat (nach Abtrennen von etwas Chloroform im 
Scheidetricher) im Vakuum bis zum ganz diinnen Sirup bei 40° ein- 
geengt. Dabei schied sich als Bicarbonat gelést gewesenes Calcium- 
carbonat sowie durch Zersetzung entstandenes Calciumphosphat 
ab. Die filtrierte Fliissigkeit wurde in ungeféhr 11 absoluten 
Alkohol unter dauerndem Riihren eingetropft. Dabei fiel das 
galaktosephosphorsaure Calcium in groben Flocken aus, die 
nach 24stiindigem Stehen abgesaugt und durch Trocknen im 
Vakuumexsiccator von anhaftendem Alkohol befreit wurden. 

Da die Verbindung noch Calciumchlorid einschloB, wurde 
sie abermals in Wasser gelést, mit Alkohol gefallt und dieser 
Behandlung noch so oft unterworfen, bis die Halogenreaktion 
verschwunden war. Hierbei schrumpft naturgema8 die anfangs 
nicht unbetrachtliche Menge zusammen. 

Das galaktosephosphorsaure Calcium bildet ein 
lockeres weiBes Pulver, das, frisch gefallt, in Wasser leicht 
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léslich ist. Nach dem Trocknen bis zur Gewichtskonstanz jedoch 
ist es nur zum Teil léslich. Die frisch bereitete Lésung redu- 
ziert heiBe Fehlingsche Mischung intensiv und gibt keine Re- 
aktion mit Magnesiamixtur und Ammoniummolybdat. Erst nach 
mehrfachem Abrauchen mit Salpeterséure bzw. nach Veraschen 
kann man die Reaktion auf anorganische Phosphorséure er- 
halten. Mit Bierhefe trat kraftige Garung ein, die intensiver 
zu verlaufen schien als die bekannte triage Garung der freien 
Galaktose. Es handelt sich hier wohl um eine Aktivierung 
des Garprozesses durch die organische Phosphorséureverbindung 
im Sinne von Harden und Young. 

Bei 110° zur Gewichtskonstanz getrocknet, verliert die 
vakuumtrockene Substanz ein Molekiil Wasser. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 

0,2014 g verloren bei 110° 0,0142 g H,O, 

0,1742 ,, gaben 0,1427 g CO, und 0,0660 g H,O, 


0,1300,, ,,  0,0520,, Asche, 
0,1300,, ,,  0,0600,, CaSO, (= 0,0176 g Ca) und 
0,0475 g Mg,P,O, (= 0,0132 g P). 
far OH, OnPCe H,0 Gefunden 
Ca,P,0, = 40,18 °/, 40,00 °/, 
Ca — 12,65 ,, 12,75 ,, 
P — 9,57 ,, 
Cc — 22,79 ,, 22,34 ,, 
H = 43k% 4,23 ,, 
HO = 5,69,, 7,05 ,, 


d-Fructosephosphorsiure. 

90 g Liavulose wurden in der fiir die Darstellung der 
Galaktosephosphorséure beschriebenen Art mit jeweils wechseln- 
den Mengen Phosphoroxychlorid behandelt. Wie schon in der 
Einleitung erwahnt, bietet die Abtrennung der Phosphorsaure 
als Kalksalz keinerlei Schwierigkeiten. Dagegen haftet der 
Verbindung hartnackig Chlor an, das auch durch zahlreiches 
Umfallen nicht zu beseitigen ist. Der Versuch einer Entfernung 
mit Silbersulfat scheiterte an der Empfindlichkeit der Fructose- 
phosphorsaéure gegen Silbersalze. In einem Falle schied sich 
nach mehrfachem.Umfiallen ein dichter Brei von Krystallnadeln 
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ab. Aber auch hier lag eine durch Umkrystallisieren nicht 
trennbare Doppelverbindung der Lavulosephosphorséure mit 
Chlorcalcium vor. Die Aschenbestimmungen lehrten, daB sich 
die Zusammensetzung der Formel 


2C,H,,0,PCa + CaCl, + 5H,O 
naherte. 
0,2334 g Substanz gaben 0,1094 g Asche 
0,1129 ” ” ” 0,0515 ” ” 
0,0710 ” ” ” 0,0313 ” ” 
Berechnet -, ~ Formel Scien 
45,81 °/, 46,88 °/, 
—_ 45,62 ,. 
_— 44,08 ” 


Bei dieser Sachlage muBte trotz zahlreicher vergeblicher 
Versuche von einer Reindarstellung der Lavulosephosphorséure 
Abstand genommen werden. 

Dagegen gelang die Gewinnung einer solchen Verbindung 
durch partielle Hydrolyse der Rohrzuckerphosphorsaure. 

Zu diesem Zwecke wurden 5 g des nach den Angaben von 
Neuberg und Pollak’) dargestellten Calciumsalzes in 100 ccm 
Wasser gelést und mit 10 ccm Salzsiure (D— 1,12) versetzt. 
Die Mischung wurde dann 15 Minuten auf dem Wasserbade 
erhitzt. Dabei farbte sie sich braunlich durch Bildung von Humin- 
stoffen, reduzierte stark Fehlingsche Lésung und gab bereits 
eine Reaktion auf anorganische Phosphorséure. Sie wurde noch 
warm mit iiberschiissigem Calciumcarbonat versetzt und nach 
dem Aufhéren der Kohlensaéureentwicklung filtriert. Durch 
diese Behandlung war abgespaltene Phosphorsaéure als unlés- 
liches Calciumphosphat wieder entfernt und gleichzeitig Ent- 
firbung der Fliissigkeit bis zu lichtem Hellgelb bewirkt worden. 
Die Lésung wurde alsdann im Vakuum bei 40° eingeengt und 
in eine reichliche Menge absoluten Alkohols eingetropft. Es fiel 
ein weiBes Kalksalz aus, das durch erneute Lésung und aber- 
malige Alkoholfallung von Chlorcalcium befreit wurde. Das 
Calciumsalz gab keine Reaktion auf anorganische Phosphor- 
siure, enthielt aber nach dem Veraschen nachweisbaren Phos- 
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phor. Die Probe von Seliwanoff fiel positiv aus. Gegen 
Fehlingsche Mischung zeigte die Substanz starkes Reduktions- 
vermégen beim Erwarmen. Durch Bierhefe wurde sie in leb- 
hafte Gaérung versetzt. 


0,0646 g Substanz gaben 0,0261 g Asche, 


0,0646,, _,, »  0,0287 ,, CaSO, (= 0,086 g Ca), 
0,07022,, »  0,0254 ,, Mg,P,0, (=0,0071 g P). 
far C,H O,PCs H,0 Gefunden 
Ca,P,0, = 40,18 °/, 40,40°/, 
Ca = 12,65 ,, 13,31 ,, 
P = 981 ,, 10,07 ,, 


Die Hydrolyse der Saccharosephosphorséure la8t sich statt 
durch Salzsiure auch durch Phosphorséure bewirken. Dabei 
bleibt die Lésung farblos, und durch Calciumcarbonat kann 
man leicht die anorganische Phosphorséure wieder entfernen. 
Aber bei Anwendung der Phosphorsaure ist der Unterschied 
in der Schnelligkeit fiir den Zerfall der typischen Rohrzbcker- 
verkniipfung und der Esterbindung an Phosphorsaure geringer, 
so daB man leicht zu wenig oder zu weitgehend hydrolysierte 
Produkte erhalt. 


Glycerinphosphorsaure. 

Die Gewinnung von Glycerinphosphorséure aus Glycerin 
durch Phosphorylierung mit Phosphoroxychlorid bei Gegenwart 
von Calciumcarbonat kann in der bei den Zuckern beschrie- 
benen Weise erfolgen. Intensive Kiihlung ist hierbei jedoch 
unndtig. 

In Arbeit genommen wurden 46 g Glycerin, 77 g Phosphor- 
oxychlorid, 250 g Calciumcarbonat. Nach beendeter Kohlen- 
saureentwicklung wurde die Filiissigkeit filtriert und der Riick- 
stand der Kalksalze mit kaltem Wasser ausgewaschen. Die 
gesamte Flissigkeit wurde dann im Vakuum bei 35 bis 40° 
eingeengt. Dabei scheidet sich noch etwas Calciumcarbonat, 
aber kein Calciumphosphat (wie bei den zersetzlicheren Zucker- 
estern) ab. Die Ausfallung des gebildeten glycerinphosphor- 
sauren Calciums erfolgte mit Aceton, da sie sich mit absolutem 
Alkohol als unausfiihrbar erwies. 
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Da Aceton sowohl wasserhaltiges Glycerin wie Calcium- 
chlorid aufnimmt, blieben diese gelést, wihrend sich das Calcium- 
glycerophosphat als dickes 01 abschied, das durch mehrfaches 
Dekantieren mit Aceton gewaschen wurde. Die Glige Fallung 
wurde alsdann mit gewdhnlichem Alkohol aufgekocht, wobei 
ein flockiges Kalksalz ausfiel. Durch Umfallen aus wasseriger 
Lésung mit Alkohol wurde daraus ein glycerinphosphorsaures 
Calcium isoliert, das folgende Zusammensetzung aufwies: 


0,0672 g verloren bei 0,0048 g H,O; 
0,0672 g gaben 0,0374 g Ca,P,0,, 


0,0672,, ,, 0,0401 ,, CaSO, (= 0,0118 g Ca), 
0,0672g =O, 0,0329 ,, Mg,P,O, (= 0,0092 g P), 
0,1606,, ,, 0,0897 ,, CO,, 0,0462 g H,O. 

™ Berechnet Gefunden 

fir C,H,O,PCa +- H,O 

H,O == 7,89°/, 7,14 an A 

Ca,P,0, = 55,71 ,, 55,66 ,, 

Ca ome 1'7 60 ,, 17,58 ,, 

r == 13,60 ,, 13,63 ,, 

Cc =a 10.76 ,, 15,25 ,, 

H = 3,00 ,, 3,21 ,, 


Dieses glycerinphosphorsaure Calcium entwickelte mit Bier- 
hefe reichlich Kohlenséure, wie es von Neuberg und Tir’) 
fiir die auf dem iiblichen Wege dargestellte Verbindung ge- 
zeigt worden ist. 


1) C. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 32, 323, 1911. 
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Uber p-Kresolglucuronsaure. 
Von 
C. Neuberg und E. Kretschmer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule in Berlin.) 


Im Jahre 1852 erhielt Stédeler') als erster Phenol bei 
der Destillation von Urin mit Schwefelsiure. Jedoch erst 
E. Baumann?®) erkannte die Muttersubstanz dieses Phenols in 
der sogenannten Phenolatherschwefelsiure C,H,O.SO,H bzw. in 
deren Salzen. Daneben kommt schon in der Norm die Phenol- 
glucuronsaure *) 


C,H,.0.CH (CHOH), — CH — CH.OH — COOH 
ee iaicitatirnnet | 


in kleinen Mengen vor. Beide Verbindungen, Phenolather- 
schwefelsiure wie Phenolglucuronsaéure, treten in erheblich ge- 
steigerter Quantitét nach kiinstlicher Phenolzufuhr, z. B. bei 
Karbolsaurevergiftung, im Harn auf. 


AuBer dem eigentlichen Phenol findet sich im normalen 
Urin in gebundener Form nach E. Baumann’) und C. PreuBe°*) 
auch p-Kresol. Als Muttersubstanz desselben ist nach E. Sal- 
kowski das Tyrosin zu betrachten, das bei Faulnisvorgangen 
im Darm sowohl zu Kresol wie zu Phenol abgebaut werden 
kann. 


1) Stadeler, Ann. 77, 17. 

2) E. Baumann, Arch. f. d. ges. Physiol. 13, 285, 1876. 

3) P. Mayer und C. Neuberg, Zeitechr. f. physiol, Chem. 29, 
256, 1910. 

*) E. Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 186, 1882. 

5) C. PreuBe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 355, 1879. 
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Nach neueren Untersuchungen von W. Mooser') u. a. 
ist es nun wahrscheinlich geworden, daB die Menge des Phenols 
im Harn iiberhaupt weit hinter der des p-Kresols zuriick- 
tritt, ja, im Harn der Pflanzenfresser findet sich fast nur 
p-Kresol, und auch beim normal ernéhrten Menschen tiberwiegt 
letzteres. 

Wie erwahnt, sind die Phenole im Urin niemals in freier Form, 
sondern stets in gebundenem Zustande vorhanden. Fiir das 
p-Kresol kommen die p-Kresolatherschwefelsiure und die p-Kre- 
solglucuronsaure in Betracht. Nun ist die alte Lehre E. Bau- 
manns*) und O. Schmiedebergs®*), daB, solange dem Orga- 
nismus Sulfate zur Verfiigung stehen, die Phenole als Ather- 
schwefelséure zur Ausscheidung gelangen, durch die Auffindung 
der Phenolgiucuronséure im normalen Harn widerlegt. Denn 
dieser ist ja reich an anorganischen Sulfaten. E. Salkowski*) 
sowie A. Falk*) fanden, da nach Phenolgebrauch entleerter 
Harn bei ganz unzweifelhaftem Gehalt an gewéhnlicher Schwefel- 
siure iiberwiegend Phenolglucuronséure enthalten kann. Nach 
jiingst von C. Tollens*) gemachten Angaben paaren sich die 
Phenole beim Menschen sogar vorzugsweise mit Glucuronsaure, 
und fiir das Kaninchen kam F. Stern’) zu einem &hnlichen 
Resultat. 

Wahrend nun die p-Kresolschwefelsiure seit den Unter- 
suchungen E. Baumanns*) eine wohlbekannte Substanz ist, 
hat merkwiirdigerweise die mindestens ebenso wichtige p-Kresol- 
glucuronséure kaum Beachtung gefunden. Wenigstens scheinen 
Versuche zur Darstellung der reinen p-Kresolglucuronsaure nicht 
angestellt worden zu sein. Diese Liicke auszufiillen beabsich- 
tigten die im folgenden mitgeteilten Versuche. 

Da bei den zu erwartenden Eigenschaften der p-Kresol- 
glucuronséure eine Darstellung aus normalem Urin aussichtslos 
erschien, wurde zur Isolierung der Harn zweier Hunde benutzt, 

1) W. Mooser, Zeitschr. f. physiol. Chem. 63, 155, 1909. 

*) E. Baumann, Arch. f. d. ges. Physiol. 13, 299, 1875. 

%) O. Schmiedeberg, Arch. f. experim. Pathol. 14, 306, 1876. 

*) E. Salkowski, Zeitsch. f. physiol. Chem. 42, 229, 1907. 

5) A. Falck, Miinch. med. Wochenschr. 1902, 1489. 

*) C. Tollens, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 138,~1910. 


7) F. Stern, Zeitschr. f. physiol. Chem. 68, 52, 1910. 
8) E. Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 341, 1878. 














Uber p-Kresolglucuronsaure. 17 


die 50 g p-Kresol in Dosen von 1 g taglich mittels Schlund- 
sonde erhalten hatten. Der gesammelte Urin wurde mit Ammoniak 
schwach alkalisch gemacht und auf dem Wasserbade auf ein 
Volumen von ca. 31 eingeengt. Der braun gefairbte, von einigen 
auskrystallisierten Salzen abgegossene Harn wurde mit 100 g in 
Wasser geléster krystallisierter Phosphorséiure angeséiuert und 
nach der Methode von E. Kiilz') 6mal mit einem Gemisch 
von je 2 Teilen Ather und 1 Teil Alkohol ausgeschiittelt. Da 
der Riickstand noch immer intensive Reaktion auf gebundene 
Glucuronséure gab, so wurden nochmals 50 g Phosphorséure 
hinzugefiigt und noch weitere 6 Ausschiittelungen vorgenommen. 

Die sorgfaltig abgetrennten Atherausziige wurden durch 
trockene Filter filtriert und durch Destillation vom Ather be- 
freit. Um jede Zersetzung wahrend der Destillation und der 
nachfolgenden Verarbeitung zu vermeiden, wurde noch vor dem 
Ubertreiben des Athers gefalltes Bariumcarbonat in reichlicher 
Menge hinzugesetzt. Durch eingelegte Holzstabe laBt sich das 
StoBen fast vdllig vermeiden. Die Destillationsriickstaénde wur- 
den alsdann vereint und durch Eindampfen in einer Emaille- 
schale unter Zusatz von etwas Wasser von dem noch vorhandenen 
Alkohol befreit. Beim Eindampfen schieden sich aus der iiber- 
schiissiges Bariumcarbonat enthaltenden braunen Lésung dicke 
Krystallkrusten in reichlicher Menge ab. Nach dem Erkalten 
erstarrte der Schaleninhalt geradezu zu einem Brei. Die ab- 
geschiedenen Krystalle gaben eine intensive Glucuronsdurereak- 
tion mit Naphthoresorcin nach Tollens. Bei ihrer groSen 
Schwerléslichkeit wurde die gesamte Kristallmasse mit mehreren 
Litern Wasser ausgekocht und siedend vom Bariumcarbonat 
abfiltriert. Beim Eindampfen kristallisierten abermals dicke 
Krusten aus, deren Menge sich beim Stehen noch vermehrte. 
Die erhaltenen Kristalle wurden abgesaugt und mit kaltem 
Wasser ausgewaschen. Sie waren nur noch schwach gelb ge- 
firbt und konnten aus heiBem Wasser unter Zusatz einer kleinen 


Menge Knochenkohle leicht rein erhalten werden. 

Die Verbindung bildet perlmutterartig glinzende, weiBe 
Blattchen, die an Cholesterinkrystalle erinnern. Trotz ihrer op- 
tischen Aktivitaét (Linksdrehung) und trotz starken Ausfalls der 
Glucuronséurereaktion mit Naphthoresorcin ist diese Substanz 


1) E. Kiilz, Zeitschr. f. Biol. 27, 247, 1890. 
Bioechemische Zeitschrift Band 36. 2 
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nicht einfach das Bariumsalz der p-Kresolglucuronsaure, sondern 
sie stellt eine interessante Verbindung der Bariumsalze von 
p-Kresolglucuronséure und p-Kresolschwefelsiure zu gleichen 
Molekiilen dar. Noch vor Ausfiihrung der Analysen wurden 
wir auf diesen Tatbestand durch das Verhalten der Substanz 
zu verdiinnter Salzsiure aufmerksam. Beim Kochen mit HCl 
stellt sich nimlich, ganz wie bei einer gepaarten Glucuronsaure, 
intensives Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche Lésung ein. 
Gleichzeitig jedoch scheidet sich aus der Lésung reichlich Barium- 
sulfat ab, das seine Entstehung nur der Gegenwart einer ge- 
paarten Schwefelsaure verdanken konnte. 


Die Analysen ergaben folgendes: 
0,1847 g Substanz lieferten 0,2598 g CO, und 0,0645 g H,O 


0,1855 gs, » 00,2605 g CO, ,, 0,0649g H,O 
. 0,1513 g Substanz lieferten 0,0561 g BaSO 
Ba-Best { , ‘ 
ers +a »  0,0725 g BaSO, 
8-Bestimmung 0,126] g - me 0,0458 g BaSO, 


0,0923 g Substanz verloren bei 120° 0,0026 g H,O 


Eine Verbindung von p-kresolglucuronsaurem Barium mit 
p-kresolschwefelsaurem Barium von der Formel: 


(C,,H,,0,),Ba-+ (C,H,SO,),Ba + 2H,O=C,,H,,0,,8,Ba,+2H,0 


verlangt: 


Cc. 38,46°/, 
H 3,68°/, 
x 5,12°/, 
Ba 21,96°/, 
H,O 2,88°/, 
Gefunden ist: 
C. 38,30°/,, 38,51°/, 
H 3,91°/,, 3,92°/, 
reer. = 
Ba... . . 21,87°/,, 21,82°/, 
|: ree ' | A 


Wie man sieht, stimmen die analytischen Daten-so aus- 
gezeichnet, daB kein Zweifel an der Zusammensetzung der Ver- 
bindung herrschen kann. 
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Auch das Verhalten steht mit dieser Formulierung im 
besten Einklang. Mit Bariumchlorid versetzt bleibt die heiBe, 
wasserige Lésung vollkommen klar. Setzt man nun aber 
Salzsiure hinzu und erhitzt weiter, so fallt alsbald Barium- 
sulfat als schwerer Niederschlag zu Boden, und die vorher 
vollig geruchlose Fliissigkeit riecht stark nach p-Kresol, das an 
seinen charakteristischen Reaktionen leicht erkannt werden kann. 
(Proben mit Eisenchlorid, Bromwasser und Millons Reagens.) 
Die ungespaltene Verbindung reduziert Fehlingsche Lésung’) 
selbst bei lingerem Sieden nicht, nach vorheriger Spaltung mit 
verdiinnter Salzsiure jedoch schon bei Zimmertemperatur. Zur 
Bestimmung der optischen Aktivitét wurde die Substanz in 
neiBem Wasser gelost. 

Da sich iibersattigte Lésungen bilden, bietet die optische 
Untersuchung trotz der Schwerléslichkeit keine Schwierigkeit. 

0,1013 g Substanz wurden in 10 ccm heiBem Wasser ge- 
lést. Nach dem Erkalten wog die Lésung 10,0012 g. Der be- 
obachtete Drehungswinkel war —0,70°. Daraus berechnet sich 

[aly = — 34,55°. 

Eigentiimlich ist das Verhalten der Verbindung beim An- 
stellen der Farbenreaktionen auf Glucuronsiéure. Sie gibt glatt 
und hdchst intensiv, wie mehrfach erwahnt, die Probe mit 
Naphthoresorcin. Die Orcinreaktion fallt dagegen bei der iib- 
lichen Art der Anstellung negativ oder nur ganz schwach posi- 
tiv aus. Erst bei sehr Jangem Kochen erhélt man eine posi- 
tive Probe. Ahnliches hat bereits E. Salkowski®) fiir die 
Phenolglucuronséure beobachtet. 

Aber eine andere Farbenreaktion ist erwahnenswert, naim- 
lich die griinviolette Farbung*), die die Substanz mit nicht zu 
konzentrierter warmer Salzsiure an sich gibt. Der entstehende 
Farbstoff la8t sich mit Amylalkohol oder Ather ausschiitteln. 
Der amylalkoholische Auszug ist griin, der Atherauszug violett. 
Beide zeigen einen Absorptionsstreifen, der ungefahr dieselbe Lage 
wie der Streifen der Orcinreaktion hat. Es handelt sich wahr- 


1) Wegen des Bariumgelaltes aus Kupferacetat bereitet. 

2) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 517, 1899. 

3) A. Kossel (Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 293, 1883) erwahnt bei 
den Doppelsalzen von Chinathonsiure mit Phenolglucuronséure das Auf- 


treten einer blauen Farbung beim Behandeln mit Salzsiure. 
Q* 
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scheinlich um eine Farbenreaktion der Glucuronséure mit dem 
abgespaltenen p-Kresol') analog der mit anderen Phenolen. Die 
Farbung ist verginglich, d. h. sie verschwindet bei langerem 
Kochen. 

Es wurde nun der Versuch gemacht, aus der Doppel- 
verbindung von p-Kresolglucuronsaéure mit p-Kresolschwefelséure 
die erstere zu isolieren. Zu diesem Zwecke wurde das Barium- 
salz in heiBem Wasser gelést und noch vor dem Wiederausfallen 
mit Bleiessig*) versetzt, so lange noch ein Niederschlag entstand. 
Nach 12stiindigem Stehen wurde derselbe abgesaugt und reich- 
lich mit kaltem Wasser gewaschen. (Das Waschwasser wurde 
vernachiassigt.) Die Bleifallung wurde mit kaltem Wasser an- 
gerieben und mit Schwefelwasserstoff in der iiblichen Weise 
zersetzt. Das Filtrat vom Bleisulfid wurde vom Schwefelwasser- 
stoff befreit und mit Bariumcarbonat erwirmt. Die filtrierte 
und eingedampfte Lésung krystallisierte alsbald. Allein die aus- 
gefallenen Krystalle hatten ganz das Aussehen der obengenann- 
ten Doppelverbindung und enthielten neben gebundener Glucuron- 
séure wiederum gepaarte Schwefelsiure. 

DaB trotzdem eine particlle Zerlegung*) eintritt, lehrt das 
Verhalten des Filtrats der Bleiessigfallung. Nach Entbleiung 
durch Schwefelwasserstoff wurde die Lésung mit einer konzen- 
trierten Kaliumcarbonatlésung bis zur gerade alkalischen Re- 
aktion versetzt. Dabei fiel Bariumcarbonat aus, und das Fil- 
trat davon lieferte beim Eindampfen glucuronsaurefreie Krystalle 
von typischem p-kresolschwefelsaurem Kalium, das durch Um- 
kristallisieren aus heifem Wasser leicht rein erhalten werden 
konnte. 

Bei dieser festen Vereinigung von p-Kresolschwefelsaure 
und p-Kresolglucuronséure, die in dem Bariumdoppelsalz offen- 


1) Sie diirfte in Beziehung stehen zu der von v. Udratszki (Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 12, 355, 1888) beobachteten Farbung, die bei Zusatz von 
H,SO, zu einem Gemische von Furfurol und Kresol auftritt. Auch die 
«-Naphtholglucuronsiure (M. v. Nencki und M. Lesnik, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 19, 1537, 1886) farbt sich beim Zusatz von H,SO, griin. 

2) Durch Bleiacetat allein fiel nichts. 

3) Auch durch Uberfiihrung in das Brucinsalz gelang keine Zer- 
legung. Ein Vergleich mit dem als Glucuronséureverbindung~von Phenol 
oder einem der isomeren Kresole angesprochenen Salz von Wohlgemuth 
(Zeitschr. f. klin. Med. 56, 407, 1905) war daher unméglich. 
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bar vorliegt, ist es wohl angebracht, die Verbindung im Sinne 
der folgenden Formel als gemiselhites Bariumsalz beider Sauren 
zu betrachten: 

C. H.O—C,H,.CH, 


} ™ 


HCOH | 
O 

OHCH | 

HOW C,H,.CH, 
l 

HCOH O 
] 0 
COO—Ba—0O —§8 


O 


Doppelverbindungen einer gepaarten Glucuronsaéure mit 
Atherschwefelsiuren sind nun schon bekannt, wenn auch 
selten beobachtet. A. Kossel') fand 1883, daB Chin&thonsi&iure 
(Phenetholglucuronsiure) C,H,O.C,H,.C,H,O,, das im Harn 
nach Verfiittern von Phenetol erscheinende Hydrochinonderivat, 
die Fahigkeit besitzt, mit Atherschwefelsiuren schwer lésliche 
Bariumdoppelsalze zu bilden, so mit Kresolitherschwefelsiure 
sowie mit Indoxylschwefelséure*). Handelt es sich hierbei um 
die Fahigkeit der p-Kresolatherschwefelsiure zur Doppelsalz- 
bildung mit einer Glucuronséure, die einen vom p-Kresol ver- 
schiedenen Paarling enthalt, so zeigt sich in unserm Fall, daB sie 
sich auch mit p-Kresolglucuronsaéure zu einem schén krystalli- 
sierenden, schwer léslichen Doppelsalz vereinigt. 

Es ist médglich, daB man mit Hilfe von p-Kresolather- 
schwefelsiure die p-Kresolglucuronsaiure wird ausfallen kénnen, 
ahnlich wie man nach A. Kossel und Hoppe-Seyler (I. c.) 
die Phenetolglucuronsaure zur Isolierung der Atherschwefelsaéure 
benutzen kann. 


1) A. Kossel, Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 292, 1883. 
2) G. Hoppe-Seyler, Zeitechr. f. physiol. Chem. 7, 424, 1883. 











Uber 2-Butanolglucuronsaure. 
Von 
Sumio Saneyoshi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


(Hingegangen am 15. Juli 1911.) 


In jiingster Zeit sind eine Reihe von Fallen bekannt ge- 
worden, in denen Carbonylverbindungen im Tierkérper eine 
sogenannte asymmetrische Reduktion erfahren. Bei der Phenyl- 
glyoxalsiure hat Neubauer’), bei der Acetessigsiure haben 
E. Friedmann und Maase*) sowie Blum*) solches beob- 
achtet. Es war nun von Interesse, festzustellen, ob das ein- 
fachste, einer asymmetrischen Reduktion fahige Keton, das 
Methylathylketon, im Organismus in optisch aktiven Butyl- 
alkohol, in das 2-Butanol, itibergehen kénne: 

CH, — CO — CH, . CH, —-+ CH, — CH .OH — CH, —CH,. 

Vor Jahren hat O. Neubauer*) festgestellt, daB nach 
Verfiitterung von Methylathylketon eine linksdrehende, durch 
Bleiessig und Ammoniak fallbare Substanz im Harn auftritt, 
und sie als gepaarte Glucuronsdureverbindung angesprochen, 
wenn auch direkt oder nach voraufgegangener Séurespaltung 
die Orcinreaktion negativ ausgefallen war. 

War diese Substanz wirklich die gepaarte Glucuronséure 
des sekundiren Butylalkohols, so durfte man hoffen, durch 
ihre Hydrolyse zum 2-Butanol zu gelangen und durch dessen 


1) O. Neubauer, Arch. f. klin. Med. 95, 211, 1908. 

*) E. Friedmann und C. Maase, diese Zeitechr. 27, 474, 1910. 
3) L. Blum, Miinch. med. Wochenschr. 57, 683, 1910. 

*) O. Neubauer, Arch. f. experim. Pathol. 46, 145, 1901. 
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polarimetrische Priifung die Frage nach einer eventuellen asym- 
metrischen Reduktion zu entscheiden. 

Die erste Erwartung hat sich erfiillt, die zweite nicht, 
denn die Ausbeute an gepaarter Glucuronsdéure nach Methyl- 
aithylketonfiitterung ist bescheiden, und das optische Drehungs- 
vermégen des aktiven Butanols’) ist so gering ([a]p == + 0,32°), 
da8 sehr groBe Substanzmengen zur Entscheidung erforder- 
lich sind. 

Daher mu8 ich mich auf die Wiedergabe meiner Daten 
fiir die Butanolglucuronséure beschranken. 

Mehreren Kaninchen wurden taglich 2 bis 3 g Methyl- 
athylketon’), gelést in 40 bis 50 com Wasser, mit der Schlund- 
sonde beigebracht. Der Harn wurde gesammelt, bis ca. 100 com 
des Praparats verfiittert waren. Der Urin wurde sodann bei 
schwach alkalischer Reaktion auf ca. 300 ccm eingeengt, mit 
H,SO, sauer gemacht und wiederholt mit Alkohol-Ather ex- 
trahiert. Die klar filtrierten Ausziige wurden iiber festem 
BaCO, abdestilliert. Da der Riickstand noch sauer reagierte, 
wurde er mit Barytwasser alkalisch gemacht und durch CO, 
vom Barytiiberschu8 befreit. Die eingeengte und filtrierte 
Lésung des rohen Bariumsalzes wurde mit konzentriertem Blei- 
acetat versetzt, solange noch eine Fallung eintrat. Letztere 
erwies sich durch die Priifung mit Naphthoresorcin als frei von 
Glucuronséure. Das Filtrat des Bleiacetatniederschlags wurde 
mit konzentriertem Bleiessig vollstandig ausgefallt*). 

Der gut mit destilliertem Wasser ausgewaschene Nieder- 
schlag wurde in einem Mérser mit Wasser fein angerieben. Die 
entstandene Suspension wurde alsdann bei Gegenwart von 
BaCO, durch Schwefelwasserstoff zerlegt. Das klare Filtrat 
wurde sodann noch mit Bariumcarbonat bis zum Eintritt neu- 
traler Reaktion erwirmt, filtriert und eingeengt. Durch Ein- 
tropfen in Alkohol wurde das Bariumsalz in fester Form er- 
halten und durch mehrfache Umfallung aus wisseriger Lésung 
mittels Alkohol gereinigt. 


1) R. Meth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 695, 1907. 

*) Reinste, von Isomeren und Homologen freie Substanz. 

’) Die Verarbeitung der Mutterlauge durch Fillung mit Bleiessig 
plus Ammoniak und weitere Uberfiihrung der Bleiverbindung in das 
Ba-Salz ergab nur noch eine minimale Menge Substanz. 
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Durch die stark positive Reaktion mit Naphthoresorcin 
und Orcin gab sich die Substanz als Glucuronsdurederivat zu 
erkennen. Sie reduzierte nicht direkt, stark aber nach vorauf- 
gegangener Hydrolyse durch verdiinnte heiSe Salzsaure. 

Die Analyse zeigte, daB fast reines butanolglucuronsaures 
Barium vorlag. 

0,1651 g Substanz: 0,2298 g CO, und 0,0888 g H,O, 
0,1804 ,, is 0,0675 ,, BaSO, (= 0,0397 ,, Ba). 
(C,,H,,0,)Ba Ber.: C= 37,77, H=5,35, Ba = 21,62°/,. 

Gef.: C= 38,00, H= 5,97, Ba = 22,01°/,. 

Da die Substanz Fehlingsche Lésung direkt nicht redu- 

ziert, darf man fiir die Butanolglucuronsdure wohl den Glucosid- 


typus 


CH 
C,H, SCH — 0— CH —CHOH —CHOH — CH — CHOH — COOH 
§ 


annehmen. 














fa 
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Uber das Verhalten von Athylenglykol, Propylenglykol 
und Glycerin im Tierkérper. 
Von 
Soichiro Miura aus Kyoto. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Juli 1911.) 


Uber das Schicksal der drei in der Uberschrift genannten 
einfachsten Vertreter der mehrwertigen Alkohole im Organismus 
bestehen in mehreren Punkten Unsicherheiten und Widerspriiche. 
Namentlich bedurften etwaige Beziehungen zum Kohlenhydrat- 
stoffwechsel der Klarung. 

So ist z. B. die alte Angabe von P. P16sz*) unentschieden, 
ob nach Verabfolgung von Glycerin ein reduzierender, da- 
mals als Glycerinaldehyd angesprochener Koérper im Urin auf- 
tritt. Freilich hat L. Arnschink®) die reduzierende Substanz 
von Plész nicht wiedergefunden. 

Da jedoch von Plész sehr bestimmte Angaben vorliegen, 
konnte nur eine gréBere Reihe von Versuchen die erwiinschte 
Klarheit schaffen. 

Vorweg sei bereits bemerkt, daB ich niemals eine redu- 
zierende Substanz nach oraler oder subcutaner Glycerinverab- 
folgung an Hunden und Kaninchen nachweisen konnte. 

Von einer Ausscheidung des Glycerins in Form von 3- 
Kohlenstofizuckern (Glycerinaldehyd oder Dioxyaceton) kann 
also keine Rede sein. 

Es war die Méglichkeit in Betracht zu ziehen, daB Plész 
durch das Auftreten einer reduzierenden oder leicht zerfallenden 


1) P. Plész, Arch. f. d. ges. Physiol. 16, 153, 1878, 
2) L. Arnschink, Zeitschr. f. Biol. 23, 413, 1887. 
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gepaarten Glucuronséure getéuscht worden sei, um so mehr 
als O. Neubauer’) eine Glucuronsiurepaarung auch fiir mehr- 
atomige aliphatische Alkohole beobachtet hat. Aber selbst bei 
exzessiven Gaben von Glycerin konnte ich keine Glu- 
curonséureverbindung im Harn auffinden. 

Fiir das niachst niedere Homologe des Glycerins, fiir 
Athylenglykol, hat J. Pohl*) beim Hunde Verbrennung, 
z. T. zu Oxalsaure, konstatiert; neben dieser tritt beim Ka- 
ninchen nach P. Mayer*) auch Glykolsaure auf. 

Keine Angaben scheinen jedoch dariiber vorzuliegen, ob 
Athylenglykol zur Ausscheidung reduzierender Substanzen oder 
zur Glucuronsaurebildung AnlaB gibt. 

Beides ist nach den im experimentellen Teile wiederge- 
gebenen Versuchen nicht der Fall. 

Anders ist das Verhalten des Propylenglykols. Schon 
Neubauer’) erwahnt, da8 diese Substanz sich im Kaninchen- 
leibe mit Glucuronséure verbinden kénne. Nach den von diesem 
Autor mitgeteilten Daten schien jedoch der Umfang der Glu- 
curonséurepaarung nur gering zu sein. Uber die Natur der 
entstehenden Glucuronséureverbindung ist nichts bekannt ge- 
worden, ferner nichts dariiber, ob etwa reduzierende Sub- 
stanzen wie Milchséurealdehyd CH, — CHOH — COH oder Acetol 
CH,—CO—CH,OH ausdem Propylenglykol CH,—-CHOH—CH,OH 
im Tierkérper hervorgehen. Letzteres ist nicht der Fall. 

Die Glucuronséurepaarung erwies sich als nicht unbetracht- 
lich und gestattete die Darstellung der entsprechenden Saure. 

Ein Blick auf die Formel des Propylenglykols lehrt, da8 
zwei Hydroxylgruppen fiir die Paarung zur Verfiigung stehen, 
d. h. daB eine Mono- oder Di-glucuronsaéureverbindung ent- 
stehen kann. 

Die Analysen ergaben das Vorliegen einer Propylen- 
glykol-monoglucuronsaure. Freilich muBte unentschieden 
bleiben, ob die Paarung an der end- oder mittelstandigen 
Hydroxylgruppe vor sich geht und ob eine asymmetrische 
Spaltung des in optischen Antipoden existierenden a-Propylen- 


1) O. Neubauer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 46 
133, 1901. . 

2) J. Pohl, ebenda 87, 419, 1896. 

3) P. Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 135, 1903. 
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glykols der Glucuronséurepaarung im Tierkérper vorangeht, 
wie dies Paul Mayer') und spiter J. Himalainen*) fir 
den d,1-Campher, fiir d,l-Borneol und d,1-Isoborneol gezeigt 
haben. 

Durch die Bildung einer Monoglucuronséure trotz zweier 
paarungsfahiger Hydroxylgruppen reiht sich das a-Propylen- 
glykol dem Camphenglykol, Oxycineol, Resacetophenon, Eu- 
xanthon usw. an, nach deren Verfiitterung auch nur Mono- 
glucuronsaureverbindungen auftreten®). 

Das verschiedene Verhalten von Athylenglykol (I), a-Pro- 
pylenglykol (II) und Glycerin (III) ist recht beachtenswert. 


CH,.OH CH,.OH CH,.0H 
| | | 
CH,.OH CH.OH CH.OH 
| | 
CH, CH,.OH 
(I) (II) (IIT) 


Obgleich a-Propylenglykol im gewissen Sinne in der Mitte 
zwischen Glycerin und Athylenglykol steht, sind die Be- 
dingungen fiir die Zerstérung im Organismus offenbar recht 
ungleich. Glycerin wird weitgehend verbrannt resp. tritt z. T. 
unverandert in den Harn iiber, Athylenglykol wird zu Oxal- 
bzw. Glykolséure, a-Propylenglykol z. T. wenigstens als Glu- 
curonséureverbindung eliminiert. Ein Ausdruck dieser Fahig- 
keit, durch Glucuronsiurepaarung entgiftet zu werden, ist es 
wohl auch, daB ich nach subcutaner Zufuhbr von a-Propylen- 
glykol kein Eiwei8 und keinen Blutfarbstoff im Urin der Ver- 
suchstiere fand, wahrend Glycerin und Athylenglykol unter 
denselben Bedingungen stets eine hamorrhagische Nephritis 
verursachten. 


Experimentelles. 


Aus den Versuchsprotokollen wird im folgenden nur ein 
Auszug gegeben, namentlich bei den ohne weiteres verstind- 
lichen Experimenten. 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 9, 439, 1908. 

*) J. Hamalainen, Skand. Arch. f. Physiol. 23, 97, 1909. 

%) Lit. siche bei C. Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, S. 437 
bis 460. 
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A. Glycerinversuche. 

1. Verschiedene Kaninchen von 2 bis 2,5 kg Gewicht 
erhielten 10 bis 20 ccm reinstes, doppelt destilliertes Glycerin 
(D = 1,26), gelést in 30 bisa 40 com Wasser, mit der Schlund- 
sonde. Der in 24 Stunden gesammelte Harn zeigte ausnahmslos 
folgendes Verhalten: 

Reduktionsvermégen: 0. 

Polarisation: 0. 

Reduktionsvermégen’) nach Istiindigem Kochen 

mit 5°/, HCl: 0. 

Polarisation nach lstiindigem Kochen mit 5°/, HCl: 0. 

2. Verschiedenen Kaninchen wurde eine Lésung von 
10 com Glycerin in 40 ccm Wasser auf einmal oder in zwei 
Portionen subcutan injiziert. 

Der innerhalb 24 Stunden entleerte Harn enthielt Hamo- 
globin und EiweiB8. 

Reduktionsvermégen: 0. 

Polarisation: 0. 

Reduktionsvermigen nach */,- und Istiindigem Kochen 

mit 5°/, HCl: 0. 
Polarisation nach */,- und Istiindigem Kochen 
mit 5°/, HCl: 0. 

3. Ein Hund von 8,2 kg Gewicht bekam per os erst 
10 ccm Glycerin in 40 com H,O, dann 20 ccm Glycerin in 
70 cem H,O und schlieBlich 50 ccm Glycerin in 150 com Wasser 
— die letzte Quantitat in 3 Portionen. Der innerhalb 24 Stunden 
und auch ‘spater entleerte Harn zeigte weder direkt noch 
nach Séurespaltung Drehungs- und Reduktionsvermégen (Ei- 
wei8 und Blutfarbstoff fehlten). 

4. Derselbe Hund erhielt mehrfach 50 bis 60 com Glycerin 
vermischt mit 70 ccm Wasser subcutan. 

Der Urin war frei von drehenden und reduzierenden 
Stoffen, enthielt aber jetzt Eiwei8 und Hamoglobin. 

Glycerinaldehyd oder eine Glucuronséureverbindung treten 
also weder nach oraler noch nach subcutaner Zufuhr von 
Glycerin im Harn des Hundes und Kaninchens auf. 


~ 


1) Ein minimales Reduktionsvermégen zeigt auch normaler Ka- 
ninchenharn nach voraufgegangener Séurehydrolyse. 
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B. Athylenglykolversuche. 


Genau die den Glycerinversuchen entsprechenden 4 Serien 
wurden mit Athylenglykol 1. an Kaninchen per os, 2. sub- 
cutan, 3. an Hunden per os und 4. subcutan vorgenommen. 

Der Harnbefund war ganz entsprechend, d. h. weder di- 
rekt noch nach dem Kochen mit Mineralsiuren war Drehungs- 
und Reduktionsvermégen zu konstatieren. Nach subcutaner 
Injektion von Athylenglykol stellten sich auch hier Eiwei® und 
Blut im Urin ein. 

Eine Glucuronséurepaarung oder ein Ubergang in Glykol- 
aldehyd ist fiir Athylenglykol beim Kaninchen und Hunde 
nicht zu konstatieren. 


C. a-Propylenglykolversuche. 


1. Verabfolgt man Kaninchen von 2,15 kg Gewicht 10 ccm 
a-Propylenglykol in 40 ccm Wasser subcutan, so zeigt der in 
24 Stunden entleerte Urin folgendes Verhalten: 

Reduktion: 0. 

Drehung entsprechend — 1,3°/, Glucose. 

Reduktion nach Istiindigem Kochen mit 5°/, HCl: stark 

positiv. 

Drehung nach Istiindigem Kochen mit 5°/, HCl: schwach 

nach rechts. 

2. Bei oraler Verabfolgung weist der Harn die gleichen 
Eigenschaften auf, d. h. auch hierbei entsteht gepaarte Glu- 

- a 
curonsaure. : 
——Da die Zufiihrung per os bequemer ist, wurde dem Tier 
an 20 aufeinander folgenden Tagen 5 ccm a-Propylenglykol 
(insgesamt 100 ccm) mit der Schlundsonde beigebracht. Der 
Harn wurde gesammelt und mit Chloroform nebst Toluol kon- 
serviert. 

Aus einem Teil wurde die Isolierung der gepaarten Glu- 
curonséure nach dem Alkohol-Atherverfahren versucht. Dem 
bei alkalischer Reaktion eingedampften und dann mit H,SO, an- 
gesauerten Urin entzieht ein Gemisch von 2 Teilen Ather und 
1 Teil Alkohol beim Ausschiitteln die gesuchte Verbindung. 
Es gelang jedoch nicht, aus dem Alkohol-Atherextrakt das 
Kaliumsalz oder eine andere Verbindung in reiner Form dar- 
zustellen. 
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Die Hauptmenge wurde daher nach dem Bleiverfahren 
verarbeitet. Zunachst wurde der Mischharn mit Essigsiure 
gerade schwach sauer gemacht und mit fein gepulvertem festem 
Bleiacetat bis zur Ausfallung geschiittelt. Das klare hellgelbe 
Filtrat wurde mit Ammoniak neutralisiert und alsdann mit 
Bleiessig ausgefalit. Der Bleiniederschlag wurde abgesaugt, aus- 
gewaschen und mit 20 g Bariumcarbonat nebst destill. Wasser 
im Moérser verrieben. Das Gemisch wurde nunmehr mit Schwefel- 
wasserstoff in der Kialte behandelt. Das Filtrat vom PbS 
und Bariumcarbonat stellte eine hellgelbe Fliissigkeit dar, die 
bei vorsichtigem Eindampfen einen feinen amorphen Nieder- 
schlag ausschied. Nach 48stiindigem Stehen wurde derselbe 
abfiltriert. An Hand der Naphthoresorcinprobe ergab sich, 
daB der Niederschlag keine Glucuronséure enthielt. Er wurde 
deshalb verworfen; das Filtrat gab dagegen eine sehr starke 
Glucuronsiurereaktion. 

Durch nochmalige fraktionierte Fallung mit Bleiacetat und 
Bleiessig, Zerlegung des Bleisubacetatniederschlages durch H,S 
bei Gegenwart von Bariumcarbonat wurde eine Lésung des 
Bariumsalzes erhalten, die zunichst in vacuo konzentriert und 
dann mit Alkohol gefallt wurde. Durch wiederholtes Lésen 
in Wasser und Ausfillen mit Alkohol wurde das Salz in 
Form eines weiBen Pulvers gewonnen, das nicht im geringsten 
hygroskopisch war. 

Die erst in vacuo und dann bei 100° zur Gewichtskon- 
stanz getrocknete Substanz zeigte folgende Zusammensetzung: 


0,2070 g Substanz: 0,2587 g CO, und 0,0818 g H,O 
0,2502 g Substanz: 0,0938 g BaSO, (= 0,0547 g Ba). 


Daraus ergibt sich 
C= 34,08, H=4,39, Ba = 21,90°/,. 


Fiir das Bariumsalz der Propylenglykolmonoglucuronsiéure 


(CH, .CHOH . CH, .0.CH .CHOH.CHOH.CH.CHOH.COO),Ba 
ae 





== (C,H,,0,), Ba berechnet sich 
C = 33,94°/,, H= 4,69, Ba = 21,49°/,. 
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Mit Orcin und Naphthoresorcin gab die Substanz inten- 
sive Reaktionen. Fehlingsche Mischung wurde erst nach vor- 
angegangenem Kochen mit Salzsiure reduziert. 

Durch mebhrstiindiges Erhitzen im Wasserbade mit 5°/, 
H,SO, tritt gleichfalls Hydrolyse ein. Die vom BaSO, ab- 
filtrierte Fliissigkeit wurde durch Kochen mit BaCO, neu- 
tralisiert. Filtriert man nun, engt ein und fallt mit abs. 
Alkohol, so erhaélt man ein amorphes Ba-Salz, das alle Eigen- 
schaften des normalen Bariumglucuronates hat. List man 
letzteres in Wasser und setzt es genau mit einer Lésung von 
Cinchoninsulfat um, so liefert das Filtrat vom BaSO, beim 
Einengen ohne weiteres Krystalle von glucuronsaurem Cin- 
chonin. 














Cber das Verhalten der stereoisomeren Weinsauren im 
Organismus des Hundes. 


Von 
Carl Neuberg und Sumio Saneyoshi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institute der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Von A. Brion’) stammt die erste Arbeit iiber das Verhalten 
stereoisomerer Substanzen im Organismus hochentwickelter Tiere. 
Brion hat angegeben, daB von verfiitterter 


d-Weinsiure ....... . . 25,6 bis 29,3°/, 
oo ie we me 
d, l-Weinsaéure (Traubensaéure) . . 24,7 bis 41,9°/, 


wieder im Harn des Hundes erscheinen und da8 die Trauben- 
siure unverandert inaktiv, ohne Spaltung in die drehenden 
Formen, zur Ausscheidung gelange. 

Diese Angabe enthilt einen inneren Widerspruch, der bis- 
her niemandem aufgefallen zu sein scheint. 

Wenn es richtig ist, daB von der l-Weinséure rund 5°/, 
von der d-Weinséure etwa 30°/, unveraindert den Organismus 
passieren, so muB bei Verabfolgung von Traubensaure ein Uber- 
schuB8 von d-Weinséure zur Ausscheidung gelangen, da ja in 
Lésung die Traubensiure nichts als ein Gemisch gleicher Teile 
d- und |-Weinsaure darstellt. 

Zur Klarung dieses Widerspruches haben wir an vier ver- 
schiedenen Tieren eine gréBere Reihe von Versuchen mit d-, l- 
und d, l-Weinséure angestellt. Es ergab sich, daB Brions Be- 
obachtung beziiglich der optischen Inaktivitét des nach Trauben- 


1) A. Brion, Zeitschr. f. physiol. Chem, 25, 282, 1898. 
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siurezufuhr ausgeschiedenen Produktes vdllig richtig ist, daB 
seine Angaben iiber die hohe Verbrennbarkeit der 1-Weinsiure 
jedoch nicht zutreffen. Nimmt man némlich eine gréBere An- 
zahl von Versuchen vor, wie Brion es getan hat, so sieht man, 
da8 die Ausscheidung der Weinsiuren keineswegs so konstant 
ist, wie es nach Brions Darlegungen scheint. Es treten bei 
ein und demselben Tier in unmittelbar aufeinander folgenden 
Perioden auBerordentliche Verschiedenhciten in der Ausnutzung 
der gleichen Weinsaéureform zutage. Ein sicherer Grund fiir diese 
Differenzen bei derselben Modifikation laBt sich nicht angeben. 
Halt man aber die Daten zusammen, so sieht man klar, daB 
hinsichtlich der Verbrennbarkeit von d- und 1-Weinsiure keine 
Unterschiede bestehen. Am klarsten kommt das gerade in den 
Versuchen mit Traubenséure zum Ausdruck; bei diesen werden 
gleiche Mengen der d- und 1-Form verfiittert, der ausgeschiedene 
Anteil erwies sich als optisch inaktiv, was nur bei absolut 
gleicher Verbrennlichkeit beider Komponenten méglich ist. 

An sich ware es ja auch héchst merkwiirdig, wenn die nicht 
in der Natur auftretende 1-Weinséure im Organismus so auBer- 
ordentlich viel leichter angreifbar sein sollte, als ihr natiirlich 
vorkommender Antipode. Die zahlreich auf diesem Gebiete von 
Neuberg'), P. Mayer’), Wohlgemuth*), Rahel Hirsch‘), 
Abderhalden und Schittenhelm‘’) u. a. gemachten Er- 
fahrungen haben ausnahmslos zu dem Ergebnis gefiihrt, daB, 
wenn Differenzen in der Ausnutzung von optischen Antipoden 
im Organismus hochentwickelter Tiere bestehen, die natiirlich 
vorkommenden Formen am leichtesten und vollstandigsten assi- 
miliert werden. 

Die d,l-Weinsaure ist demnach aus der Reihe der Substanzen 
zu streichen, die vom Organismus des Hundes asymmetrisch 
angegriffen werden. 


1) C. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 1745, 1901; 
Zeitschr. f. physiol Chem. 35, 42, 1902; 37, 530, 1904. 

2) P. Mayer, diese Zeitschr. 9, 439, 1908. 

8) J. Wohlgemuth, Ber, d. Deutsch. chem. Ges. 38, 2065, 1905, 

4) Rahel Hirsch, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap; 1, 
141, 1905. 

5) E. Abderhalden und A. Schittenhelm, Zeitschr. f. physiol, 
Chem, 51, 323, 1907. 
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Experimentelles, 

Alle zu den Versuchen benutzten Weinsiuren sind von 
C. A. F. Kahl baum bezogen und auf ihre Reinheit zuvor polari- 
metrisch bzw. analytisch gepriift. 

Bis auf wenige Ausnahmen wurden jedesmal 5,0 g verab- 
folgt, und zwar in wasseriger, durch Natriumcarbonat zuvor 
neutralisierter Lésung. Die 5,0 g Substanz wurden zu 50 bis 
60 ccm gelést und den Hunden mit der Schlundsonde bei- 
gebracht. 

Die Bestimmung der Weinséure im Hundeharn geschah als 
Kalksalze in der von Brion angegebenen Weise. Um sicher 
zu gehen, daB die Weinsaiureausscheidung beendet sei, haben wir 
den Urin von 48 Stunden unter den iiblichen Kautelen gesam- 
melt, durch Glaswolle filtriert und vor der Fallung mit Chlor- 
calcium zuvor auf 200 ccm eingeengt. 

Wie schon Brion angibt, wird dabei die Oxalsiure mit- 
bestimmt. Bei dem geringen Gehalt des Hundeharns an oxal- 
sauren Salzen ist der Fehler jedoch gering. Eher in Betracht 
kommt die Beimengung von Gips, den vorhandenen Sulfaten 
entstammend. Zur Vermeidung dieser stérenden Substanz haben 
wir das nach der Behandlung mit Essigséure verbleibende Ge- 
misch in verdiinnter Salzséure gelést und nach Filtration vom 
Ungelésten vorsichtig das Kalksalz durch Neutralisation wieder 
abgeschieden. 

Fiir die Beurteilung der Ergebnisse, die wir bei der klaren 
Versuchsanordnung einfach tabellarisch zusammenstellen, ist fol- 
gendes zu bemerken: 

Es krystallisiert : 

d-Weinsaure, C,H,O, = 150, wasserfrei, 

l-Weinsadure, C,H,O, = 150, » 

Traubenséure, C,H,0, +- C,H,O, ++ 2H,0, d. h. mit 1 Mol. 
H,O auf das halbe Molekulargewicht, — 168. 

Es hat die Zusammensetzung 

d-weinsaurer Kalk: C,H,O,Ca - 4H,0, 

l-weinsaurer Kalk: C,H,O,Ca -- 4H,0, 

traubensaurer Kalk: (C,H,0,Ca), -+- 8H,0. 

Das Molekulargewicht betrigt 260 bzw. 520. 
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Dementsprechend sind die Mengen der Calciumsalze direkt 
miteinander vergleichbar, wahrend 1,0 g freier d- oder !-Wein- 
siure 1,12 g freier Traubensaiure entspricht*). 






























































Hund A. 
‘i Aus ous pet : = Peerrnen y 
Harn iso- a 10. Prozenten der ver- 
Verabfolgt liertes ar, henetiene Mg jonny -wasser- 
sa. reien Weinsaure- 
modifikation 
g " 
5,0 g d-Weinsaure 1,5880 0,9161 18,33 
5.0 g 1-Weinsaure 1,6005 0,9233 18,47 
5,6 g Traubensaure 1,5111 0,8718 17,44 
5,0 g d-Weinsiure 1,8444 1,0640 21,28 
5,0 g 1-Weinsiure 2,1000 1,2115 24,23 
5,6 g Traubensaure 1,8350 | 1,0590 21,18 
Hund B. 
a —= eee — 
Aus dem : Ausscheidung in 
Harn iso- ‘Ausscheidung Prozenten der ver- 
Verabfolgt liertes ag os othe —— _Wwasser- 
salz reien Weinsaure- 
modifikation 
=. g — — 
5g d-Weinsiure. ...}  0,6852 | asene 791 
esgl. 0,8656 | 0,4 99 
desgl. 2,7138 | 1,5654 31,31 
5 g l-Weinsfure. .. . 2,1152 1,2203 24,41 
desgl. 1,5966 0,9211 18,42 
5 g Traubenséu 1,7678 1,0200 22,85 
decal 33674 | 19935 13.10 
esg . ? , , 
desg}. 1,9130 1,1039 24,73 
Hund C. 
Harn ino. [Ausebeid¥06 Prosonten der vr 
° 4tlgVe . 
Verabfolgt er “ae Sesnabanst —, ong 
} modifikation 
g g 
= —————— ss wemeeee — — 
5 g d-Weinséure. .. . 1,7662 | 1,0190 20,38 
5 g l-Weinsiure. .. . 1,7553 1,0127 20,25 
desgl. 3,2734 1,8888 37,76 
6g Traubenséure .. . 5,3416 3,0817 69,09 
desgl. 3,1594 1,8227 40,85 











1) 6,6 g Traubensiure entsprachen 5,0 g aktiver Weinsdure. 
5,0 g 


” 





4,4643 g 


3* 
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Hund D. 
aa : veel Aus dem n | Ausscheidung ‘in 
Harn iso- “ ene Prozenten der ver- 
Verabfolgt liertes Kalk- | C,H,0 | abfolgten wasser- 
salz e's’ | freien Weinsiure- 
g g |  modifikation 
Sg d-Weinskure ...| 11,4706 | 08480 | 16,96 
2,5g1-Weinsiure ... 16720  0,9646 | 38,58 
5g Traubenséure. . .| 26638 | 1,5368 | 34,42 





In sémtlichen Fallen wurde eine Kontrolle des aus dem 
Hundeharn isolierten Calciumsalzes auf optischem Wege vor- 
genommen. Ausnahmslos erwies sich die nach Verfiitterung 
von d-Weinsaéure ausgeschiedene Séure als dextrogyr, die nach 
Verabfolgung von |-Weinsaure wiedergefundene Saure als links- 
drehend und die nach Zufuhr von Traubensiure in den Harn 
iibertretende Siaure als optisch inaktiv. 
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Ober die hydrolysierende Wirkung des Wasserstoff- 
superoxyds. 
Von 
Carl Neuberg und Soichiro Miura. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institute der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Wie Neuberg’) in einer Reihe von Mitteilungen gezeigt 
hat, erfahren die kompliziert gebauten Substanzen des tierischen 
und pflanzlichen Organismus unter dem Einflu8 von Strahlen- 
arten bei Gegenwart eines katalytisch wirkenden Mineralsalzes 
u. a. eine hydrolytische Spaltung. So entstehen aus Proteinen 
Aminosiuren, aus Polysacchariden einfache Zucker usw. Neu- 
berg hat (I. c.) darauf aufmerksam gemacht, daB der photo- 
katalytische Abbau von einfachen Substanzen, wie von Alko- 
holen, Saéuren, Zucker, Aminosaéuren eine formale Ahnlichkeit 
mit der Oxydation dieser Kérper durch Hydroperoxyd hat. 

Es lag daher nahe, zu versuchen, ob auch das Wasser- 
stofisuperoxyd in Gegenwart von Eisensalz bei gewéhnlicher 
Tem peratur neben seiner bekannten oxydierenden eine h ydro- 
lysierende Wirkung auf hochmolekulare Verbindungen entfaltet. 

Das ist tatsichlich der Fall, wie die im folgenden be- 
schriebenen Versuche mit Ovalbumin, Gelatine, Glykogen, 
Starkearten, Inulin, Hefenucleinsaure, Chondroitin- 
schwefelsaure und Lecithin lehren. 

Das Wasserstoffsuperoxyd, das ja wahrscheinlich 
intermediar im Tier- und Pflanzenkérper auftritt, ist 
also imstande, schon bei gewéhnlicher Temperatur 
tiefgehende hydrolytische Spaltungen zu _ bewirken. 

1) C. Neuberg, Chemische Umwandlungen durch Strahlenarten, 


I bis IV; diese Zeitschr. 13, 305, 1908; 17, 270, 1909; 27, 271, 1910; 
29, 279, 1910. 
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Vielleicht ist die Wirkung der in allen Organismen vorhandenen 
ritselhaften Katalase teilweise gegen diese Rolle des Hydroper- 
oxyds gerichtet. 


I. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Ovalbumin. 

Die Spaltung von EiereiweiS durch Hydroperoxyd bei 
Gegenwart von Eisen- oder Mangansalz ist bereits vor 10 Jahren 
von C. Neuberg und F. Blumenthal’) sowie von A. Orgler*) 
studiert. Damals ist festgestellt worden, daB Aldehyde und 
Ketone aus EiweiBkérpern hervorgehen, wahrend das Schicksal 
des Stickstoffs seinerzeit nicht weiter verfolgt worden ist. 

Wie wir jetzt gefunden haben, tritt letzterer zu betracht- 
lichem Teile in Form von Ammoniak auf. Seine Entstehung 
ist folgendermaBen zu deuten. 

Die unter dem hydrolysierenden Einflusse des Wasserstoff- 
superoxyds primar gebildeten Aminoséiuren, Oxyaminoséuren 
und Diaminosiuren werden desaminiert*) nach dem allgemeinen 
Schema : 


Ry Ry 
pC: NH, — COOH + H,O— CO + H.00,H +N, 
1 


beziehungsweise 
R—CH.NH,—COOH-}- H,0, —R—CO—COOH + H,0+-NH,. 


Die Menge des durch Wasserstoffsuperoxydbehandlung aus 
Ovalbumin entstehenden Ammoniaks ist ziemlich bedeutend; 
wir fanden, daB8 bis 10°/, des gesamten Stickstoffs in dieser 
Form in Freiheit gesetzt werden. 

3,0 g Ovalbumin wurden in 80 ccm kaltem Wasser gelést. 
Dazu wurden 60 ccm sidurefreies 3°/,iges Wasserstoffsuperoxyd 
sowie 1,0 g Ferrisulfat in wenig Wasser gegeben. 

Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur ist das 
Hydroperoxyd verschwunden. Die Mischung, deren Volumen 
150 com betrug, wurde von einem nicht unbetrachtlichen Nieder- 
schlage abfiltriert. 


1) C. Neuberg und F. Blumenthal, Deutsch. med. Wochenschr. 
27, 6, 1901; Beitraige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 238, 1902. 

2) A. Orgler, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 583, 1902. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 20, 531, 1909. 
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In 50 ccm klaren Filtrats wurden nach der iiblichen 
Magnesiamethode 0,0063 g Ammoniak-N gefunden, in toto also 
0,0189 g N. 

Bei einem Stickstoffgehalt des Ovalbumins von 15,1°/, 
oder von 0,453 g N in den angewandten 3,0 g Material betragt 
die N-Abspaltung in Form von NH, 4,2°/,. 

Dabei muB man beachten, daB ein ziemlicher Teil des 
EiweiBes der Reaktion durch Ausfallung entzogen war. 

Ein Teil des Filtrats wurde unter Zusatz von etwas verdiinnter 
H,SO, destilliert. Im Destillat waren Substanzen von Aldehyd- und 
Ketonnatur nachweisbar. 

Wurde die Wasserstofisuperoxydmenge verdoppelt, so wurden 
aus 3,0 g Ovalbumin 0,0451 g Ammoniak-N = 10°/, des Gesamt-N 
erhalten. 


II. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Gelatine. 


Die Reaktion zwischen Gelatine und Hydroperoxyd bei 
Gegenwart von Ferrisalz verlauft ebenso wie beim Ovalbumin. 

Wir fiihren folgendes Beispiel an: 

5,0 g Gelatine wurden in 100 ccm heiBem Wasser gelist, 
sofort mit 100 com H,O, von 3°/, und nach dem Abkihlen 
mit 1,0 g Ferrisulfat in wenig Wasser vermischt. Nach 24 Stunden 
war das Wasserstoffsuperoxyd verbraucht. 

Gefunden wurden insgesamt 0,09396 g Ammoniak-N; das 
entspricht bei einem Gehalt der Gelatine von 18°/, N einer 
Abspaltung von 10,4°/, allen Stickstoffs in Form von NH,. 


Aldehydahnliche Substanzen entstehen auch hier in betrichtlicher 
Menge neben dem Ammoniak. 


III. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Glykogen. 


4,0 g Glykogen wurden in 100 ccm H,O gelést, dazu 60 ccm 
Hydroperoxyd und 1,0g Ferrisulfat gesetzt. 

Nach 24 Stunden war kein H,O, mehr nachweisbar. Die 
auf 200 ccm aufgefiillte Fliissigkeit wurde filtriert; sie zeigte 
dann folgende Eigenschaften : 

a) mit Fehlingscher Lésung starke Reduktion; 

b) Garung mit PreBhefe schwach ; 

c) Polarisation entsprechend -+ 1,7°/, Glucose; 

d) Titration nach Kumagawa-Suto ergab 0,74°/, Zucker, 
als Glucose berevhnet. 
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Die erheblich héhere Drehung wies darauf hin, da8 stark 
optisch-aktive Substanzen gebildet waren. 

Bei Behandlung mit essigsaurem Phenylhydrazin entstand 
neben wenig schwerléslichem Osazon, das sich als Glucosazon 
erwies, in der Hauptmasse eine in heiBem Wasser ziemlich 
leicht lésliche Phenylhydrazinverbindung. 

Ihre Reindarstellung machte mehrmalige Umkrystallisation 
unter Tierkohlezusatz erforderlich. Dabei nahm die Ausbeute 
naturgemaéB stark ab. 

Die schlieBlich erhaltene hellgelbe Verbindung schmolz bei 
200°. Eigenschaften und Analyse sprachen fiir Maltosazon. 

Gefunden: N = 10,16°/,. 

Berechnet fiir C,,H,,.N,O,: N= 10,73°/,. 

Jedenfalls bringt das Wasserstoffsuperoxyd eine recht be- 
trachtliche Verzuckerung des Glykogens zuwege’). 


IV. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Starke. 


4,5 g Starke wurden in 100 ccm heiBem Wasser méglichst 
gelést mit 60 ccm 3°/,igem H,O, und 1,0 g Ferrisulfat versetzt. 

Nach 24 Stunden war die Wasserstoffsuperoxydreaktion 
vollig, die Jodreaktion fast ganz verschwunden (hellrosa Nuance). 
Die von einem gallertigen Niederschlage abfiltrierte Lésung redu- 
zierte stark und giarte kraftig mit Bierhefe. Die Drehung war 
gleich der einer 2,7°/,igen Traubenzuckerlésung, wahrend die 
quantitative Bestimmung der reduzierenden Substanz nach K uma- 
gawa-Suto nur etwa den halben Zuckergehalt, 1,3°/,, anzeigte. 

Das Osazon, dem viel Harz zunichst beigemengt war, erwies 
sich als ein Gemisch, dessen Entwirrung nicht durchgefiihrt wurde. 


V. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf lésliche Starke. 


Aus 4,5 g léslicher Starke (Kahlbaum) in 100 ccm Wasser, 
60 com H,O, von 3°/, und 1,0 g Ferrisulfat wurde nach 


1) Hier wie in allen folgenden Versuchen mit Polysacchariden wurde 
beobachtet, daB mit Fehlingscher Lésung bereits in der Kalte Reduk- 
tion eintrat und mit Phenylhydrazinacetat nach kurzem Stehen bei 
Zimmertemperatur ein Osazon ausfiel. Beides beruht offenbar auf einer 
Beimengung von Oson, das, wie Morrell und Crofts fanden (Proc. 
Chem. Soc. 15, 99, 1899), unter dem Einflu8 von H,O, + Eisensalz aus 
den einfachen Zuckern entsteht. DaS H,O, die Spaltung von Rohr- 
sucker bewirkt, haben iibrigens schon Cross, Bevan und Smith (Proc. 
Chem. Soc. 1897/98, 115) beobachtet. 
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24 stiindigem Stehen und Filtration eine Fliissigkeit von folgen- 
dem Verhalten gewonnen: 

H,O,: verschwunden ; 

Jodreaktion: ganz schwach; 

Garung: sehr deutlich; 

Reduktion: stark"); 

Polarisation: == -{- 2,5°/, Glucose. 

Nach Pavy-Kumagawa wurden 1,9°/, reduzierende Sub- 
stanz ermittelt. 

Das Osazon erwies sich wiederum als ein Gemisch. Allein 
es enthielt so viel eines schwer léslichen Anteils, da8 dessen 
Reindarstellung gliickte. Nach Schmelzpunkt 206° und Analyse 
handelt es sich um d-Glucosazon. 

Gefunden: 15,30°/, N. 

Berechnet fiir C,,H,,.N,O,: 15,64°/, N. 


VI. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Inulin. 


Ziemlich glatt erfolgt die Hydrolyse des Inulins durch H,0O,; 
sie fiihrt zu d-Fructose. 

Lést man 4,5 g Inulin in 100 com H,O und gibt 1,0 g 
Ferrisulfat sowie 60 com Hydroperoxyd von 3°/, hinzu, so ist 
nach 18 Stunden alles Wasserstoffsuperoxyd verschwunden. Die 
klare Lésung reduziert und giart kraftig. Sie ist lavogyr, und 
zwar so stark wie eine 0,7°/,ige Zuckerlésung. Durch Titration 
nach Kumagawa-Suto ergibt sich ein Zuckergehalt von 1,61°/,. 

Das Osazon ist leicht rein zu erhalten und stellt typisches 
d-Glucosazon dar. 

Gefunden: N = 15,55°/,; 

Berechnet fiir C,,H,,.N,O,: N = 15,64°/,. 


VII. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Hefenuclein- 
siure. 
1,0 g reine Hefenucleinséure wurde in 100 ccm Wasser 
gelést, mit 110 com H,O, von 3°/, unter Zugabe einer Spur 
Ferrosulfat*) versetzt. 


1) Viel betrichtlicher als bei dem schwach an sich auf Fehling- 
sche Mischung wirkenden Ausgangsmaterial. 

*) Mit Ferrisulfat war die Hydrolyse schwacher; die Menge des 
Eisens ist vermindert, um eine ev. Ausfallung von Ferriphosphat még- 
lichst einzuschranken. 
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Nach 24 Stunden wurde filtriert, alles Hydroperoxyd war 
verbraucht. 

Es ergab sich, da8 insgesamt 

0,0394 g N als NH, 
und 
0,0505 g P als Phosphorsaure’) 

abgespalten waren. 

Da die Hefenucleinséure 17°/, N und 9°/, P enthilt, so 
kommt das einer Loslésung von 23,2°/, allen Stickstoffs als 
NH, und 56°/, allen Phosphors als H,PO, gleich. 


VIIL Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf chondroitin- 
schwefelsaures Natrium. 

1,0 g chondroitinschwefelsaures Natrium wurde in 60 ccm 
Wasser gelést und mit 100 ccm H,O, sowie einer Spur Ferri- 
chlorid versetzt. 

In der véllig klaren Fliissigkeit, in der nach 24 Stunden 
die Reaktionen auf Hydroperoxyd ginzlich negativ ausfielen, 
wurden insgesamt durch Fiallung mit BaCl, 0,3237 g BaSO, ge- 
funden (== 0,0444 g 8). 

Bei einem Gehalt des chondroitinschwefelsauren Natriums 
an rund 6°/, S entspricht dies der Loslésung von 75°/, der 
gebundenen Schwefelséure in Form von Sulfat. 


IX. Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd auf Lecithin. 


4,0 g Lecithin wurden unter Schiitteln in 200 ccm Wasser 
gelést. Hierzu wurden 200 ccm séurefreies Hydroperoxyd und 
1,0 g Ferrisulfat in 5 com H,O unter lebhaftem Schiitteln 
gegeben. 

Bei sofortiger Titration verbrauchten 10,0 ccm dieser Mischung 
0,6 ccm ®/,,.-KOH. 

Nach 24stiindigem Stehen war die Wasserstofisuperoxyd- 
reaktion noch schwach vorhanden. Es wurde dann 10 Minuten 
gelinde auf dem Wasserbade erwirmt. Nunmehr verbrauchten 
10,0 cem 1,9 com */,,.-KOH. 


1) Zur Bestimmung der Phosphorséure wurde ein aliquoter Teil 
mit Magnesiamischung niedergeschlagen, die Fallung in kalter verdiinnter 
Salpetersiure gelést, dann iiber die Molybdatfallung ein neuer Ammonium- 
magnesiumphosphatniederschlag erzeugt. 
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Darauf wurden abermals 200 ccm séurefreies Hydroperoxyd 
hinzugesetzt und nach wiederum 24 Stunden sowie kurzem 
Anwarmen auf dem gelinde erhitzten Wasserbade von neuem 
10,0 com titriert. Sie verbrauchten nunmehr 1,7 ccm */,,,-KOH. 

Zu dem jetzt 575 ccm betragenden Gemisch wurden noch- 
mals 200 com H,O, gesetzt usw. Der Verbrauch fiir 10,0 com 
betrug dann 1,5 ccm ®/,,.-KOH. 

Endlich wurden wiederum 200 ccm H,O, zugefiigt, und die 
nach 24 Stunden vorgenommene Titration ergab, daB schlieBlich 
10,0 ccm 1,2ccem */,,.~KOH zur Neutralisation erforderte. 

Uber die fortschreitende Saurebildung gibt nachstehende 
Tabelle Auskunft, wenn man unter Beriicksichtigung des Vo- 
lumens die Gesamtaciditat betrachtet. 


Von 405 cem verbrauchten 10,0 ccm 0,6 ccm */,,.-KOH 


= - 10,0 ,, 1,9 ,, i 
» 585 ,, ~ a « 5 @ - 
—S: oe ~ a «ae = - 
» 965 ,, - 10,0 ,, 1,2 ,, “ 


Die erwahnten, den verschiedensten Kérperklassen ent- 
nommenen Beispiele zeigen, daB Wasserstoffsuperoxyd bei ge- 
wohnlicher Temperatur Spaltungen hochmolekularer Substanzen 
zuwege bringt, wie sie sonst nur durch intensive Ferment-, 
Alkali- oder Saéurehydrolysen erzielt werden kénnen. 











Uber den Nachweis kleiner Mengen von Disacchariden. 
Von 
Carl Neuberg und Sumio Saneyoshi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Durch die Bemiihungen von Behrens, Emich, Donau, 
Pilch, Pregl, 8. Frankel u. a. sind in den letzten Jahren 
mikroanalytische Methoden’) ausgearbeitet, die eine Verschiebung 
der Dezimalstelle nach links in den erforderlichen Analysen- 
mengen gestatten, d.h. es erméglichen, oft mit der 10fach 
geringeren Substanzmenge wie friiher auszukommen. 

Auch fir physikalische Bestimmungsmethoden sind Mikro- 
apparate angegeben, so fiir die Polarisation’) von Emil Fischer, 
fiir die Kryoskopie’*) von Kinoshita sowie von Guye und 
Bogdan usw. 

Es ist im hohen MaBe erwiinscht, zu diesen Verfahren solche zu 
gesellen, die auch die Ausfiihrung von Konstitutions- und Konfigura- 
tionsbestimmungen an einem Minimum von Substanz gestatten. 

Fiir einen biologisch wichtigen Fall, fiir die Erkennung 
von natiirlich vorkommenden Disacchariden, ist es uns ge- 
lungen, eine praktisch recht brauchbare Mikromethode zu finden. 

Durch die Einfiihrung des Phenylhydrazins in die analytische 
Chemie durch E. Fischer ist der Nachweis der Zuckerarten 
zu hoher Volikommenheit gedichen. Keinem Sachkenner ist 
es aber verborgen, mit welcher Schwierigkeit z. B. die Ent- 
deckung kleinster Mengen Maltose, Isomaltose, Milch- 
zucker und Melibiose neben iiberwiegend Monosacchariden 
oft verkniipft ist, wie schwer ferner die Unterscheidung mini- 
maler Quantitaéten Maltose, Isomaltose und Milchzucker ist. 

Rein chemische Unterschiede, die bei winzigen Mengen zutage 
treten, zwischen den genannten 4 reduzierenden Disacchariden 
zu finden, war von vornherein aussichtslos. Nur spezifische 
biologische Reaktionen konnten hierfiir in Betracht kommen. 

Aber auch auf das Verhalten zu Enzymen kann ohne weiteres 
bei kleinen Mengen keine Differenzierung gegriindet werden. 

1) Literatur s. bei Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, 8.1763, 34 u. 1429. 
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Hat man z. B. einen Harn vor sich, der 1°/,, Milchzucker 
enthalt, oder ein Blutserum mit 1°/,, Maltose, so ist es klar, 
daB die durch enzymatische Spaltung dieser Disaccharide be- 
wirkten Veranderungen in der Reduktionskraft oder im Drehungs- 
vermégen in praxi vollig auBerhalb der Grenzen sicherer Be- 
obachtung liegen. 

Man kann aber auf folgendem Wege zum Ziele gelangen. 

Bei der Isolierung von Zuckern in Form der Osazone 
erhalt man dank der Schwerldslichkeit der letzteren ohne 
weiteres auch eine Anreicherung. Nun sind die Osazone ja 
nichts als Dihydrazone der Osone; diese Osone sind aber, wie 
Emil Fischer und seine Mitarbeiter’) in den letzten Jahren 
erkannt haben, durch die verschiedenen Fermente im selben 
Sinne wie die zugrunde liegenden Disaccharide spaltbar. 

In der Tat ist nun das Maltosazon durch Hefen- 
maltase leicht hydrolysierbar. Es zerfallt damit inner- 
halb zweier Tage in d-Glucosazon und Traubenzucker: 


CH: N.NHC,H, ca 
O:N.NHC,H, /: 7a .™ 
| af | 0 + H,0 = 
OHCH if" OHCH = / 
l | / 
HCOH 4 HC“ 
J 
HCOOH / HCOH 
CH,—“ CH,OH 
CH:N.NHO,H, CHO 
| | 
0:N.NHC,H, HCOH 
| | 
OHCH OHCH 
| 
HCOH HCOH 
| 
HCOH HCOH 
| | 
CH,OH CH,OH 





4) E. Fischer und E. F. Armstrong, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 35, 3141 u. 3144, 1902. — E. Fischer und G. Zemplén, Liebigs 
Annal. 365, 1, 1909. 
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Isomaltosazon und Milchzuckerosazon werden durch Hefen- 
maltase nicht angegriffen. 

Der Weg iiber die Osazone bringt einen anderen, analytisch 
auBerst willkommenen Vorteil mit sich. 

Maltose, Isomaltose, Milchzucker und Melibiose reduzieren 
simtlich Fehlingsche Mischung. Ihre Osazone lassen sich 
nun durch eine geeignete Methodik (s. unten) so vollstandig 
aus einer Lésung entfernen, daB diese keine Reduktion mehr 
zeigt, wahrend sich solche nach vorangegangener Hydrolyse, 
die ja Zucker erzeugt, sofort einstellt. Es ist auBerordentlich 
viel leichter, tiberhaupt das Auftreten einer Reduktion als eine 
ev. Zunahme der Reduktionskraft (etwa durch Hydrolyse der 
Disaccharide selbst) festzustellen. Die Aufgabe laBt sich gliick- 
licherweise darauf zuriickfiihren, den Eintritt der Disaccharid- 
osazonspaltung am Auftreten des Reduktionsvermégens gegen 
Fehlingsche Lésung zu erkennen. Wird ein Gemisch von 
Disaccharidosazonen in Beriihrung mitFermentenreiner 
Oberhefe reduzierend, so 148t sich mit voller Sicher- 
heit dadurch die Gegenwart von Maltose feststellen. 

Die Reaktion 148t sich mit 0,01 g Maltosazon 
(0,0065 g Maltose entsprechend) bequem ausfihren. 

Der naheliegende Gedanke, fiir die beiden Isomeren Lact- 
osazon und Melibiosazon im Emulsin oder in der Kefirlactase 
ein spezifisches Reagens zu haben, hat sich leider nicht erfiillt. 
Trotz zahlreicher Versuche in dieser Richtung haben wir keine 
geeigneten Praparate ausfindig gemacht. Der kaufliche Kefir 
wie das Emulsin enthielten stets an sich reduzierende Substanz. 
Man kann zwar beide Fermente in der friiher von Neuberg 
und Marx’) angegebenen Weise von reduzierenden Beimischungen 
befreien, allein sie wirkten dann so auBerordentlich schwach 
und langsam auf die Osazone, daB von einer praktischen An- 
wendbarkeit keine Rede sein konnte. Gereinigtes Emulsin, das 
Amygdalin schnell und reichlich angriff, hydrolysierte Lactosazon 
in 9 Tagen spurenweise, Melibiosazon erst nach 13 Tagen 
deutlich; ahnlich verhielt sich die Kefirlactase gegeniiber Milch- 
zuckerosazon*). 

1) C. Neuberg und F. Marx, diese Zeitachr. 3, 535,. 1907. 


*) Das jiingst von H. Bierry (Monographie Fontenay-Aux- 
Roses, 1911) studierte Enzym der Schnecken (Suc digestiv d’Helix) 
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Ein Umweg fiihrt jedoch auch hier zum Ziele. 

Man kann namlich die Hydrolyse des Melibiosazons und 
des Lactosazons auf unspezifischem Wege, durch heiBe ver- 
diinnte Mineralséuren, vollziehen. Dabei zerfallen beide in 
d-Glucosazon und d-Galactose: 


CH:N.NHC,H, —_CH 
| y. f- 
O:N.NHC,H, / / ACOH 
| Pat v8 
OHCH 9’ «— NOHGH 
| | + H,O = 
HCOH ff \ouo# 5 
/ 
HCOH  s HCOH 
cH, —” CH,OH 
CH:N.NHG,H, CHO 
} 
| 
C:N.NHC,H, HCOH 
| | 
OHCH OHCH 
| + | 
HCOH OHCH 
| | 
HCOH HCOH 
| | 
CH,OH CH,OH 


Wie im experimentellen Teil beschrieben wird, gelingt es 
leicht, das Glucosazon bzw. seine Zersetzungsprodukte zu ent- 
fernen. Man erhalt bei richtig geleiteter Spaltung dann eine 
d-Galactoselésung, die durch ihr Reduktionsvermégen, ihre 
optischen Eigenschaften und schlieBlich durch ihr Verhalten 
zu Hefe wieder in spezifischer Weise charakterisiert wer- 
den kann. 

Die Menge Galaktose, die durch geeignete Mineralsaure- 
hydrolyse aus Lactosazon und Melibiosazon erhalten werden 
kann, ist fast die theoretische. Wir fanden in mehreren Ver- 


kommt nicht in Betracht, da es alle Di- und Trisaccharide nebst ihren 
Derivaten ohne Unterschied hydrolysiert. Bemerken wollen wir, daB 
Maltosazon schwach auch durch menschlichen Speichel zerlegt wird. 
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suchen ziemlich genau */, vom Gewicht des Disaccharidosazons, 
wahrend die berechnete Menge 34,6°/, betrigt. Nimmt man 
z. B. 0,2 g Osazon in Arbeit, so erhalt man 0,0667 g Galaktose. 
Da diese im Verlauf der Verarbeitung (s. unten) auf 10,0 ccm 
eingeengt wird, so gewinnt man eine 0,6 bis 0,7°/,ige Galactose- 
lésung, deren Eigenschaften noch recht genau ermittelt werden 
kénnen. 

Am beweisendsten ist das Verhalten zu Hefe. Bekanntlich 
wird d-Galaktose durch fast alle Heferassen zwar angegriffen, 
aber ganz bedeutend langsamer als Traubenzucker. Besonders 
langsam erfolgt die Vergirung von d-Galaktose bei Abwesenheit 
mineralischer und stickstoffhaltiger Nahrstoffe. 

Um bei obigem Beispiele zu bleiben, so hat man weiter 
nichts nétig, als zur Kontrolle eine ca. 0,6°/,ige Traubenzucker- 
und eine 0,6°/,ige Lésung von reiner d-Galaktose mit der gleichen 
Hefe anzusetzen. Nach 12 Stunden ist ein den Traubenzucker 
enthaltendes, rund 8 ccm fassendes Schréttersches Garréhrchen 
véllig ausgegoren, wahrend die aus dem Osazon gewonnene 
nahrstofffreie Galaktoselésung und die Kontrollprobe mit reiner 
Galaktose gar kein oder ca. */, com Gas enthalten, dessen 
Menge erst nach 2 Tagen ca. 3 bis 4 ccm erreicht. 

ZweckmaBig kann man auch ein Hefedauerpraparat, z. B. 
Zymin, verwenden. Es ist innerhalb 24 Stunden ohne Ein- 
wirkung auf d-Galaktose’), wahrend es den Traubenzucker in 
dieser Zeit bei ca. 30° glatt vergirt. 

Die Differenzen im Verhalten zu Hefe und Hefepraparaten 
sind so deutlich, daB bei kleiner Ubung ein Irrtum aus- 
geschlossen ist. 

Lactosazon und Melibiosazon kann man freilich auf diesem 
Wege nicht unterscheiden. In praxi wird man sich selten im 
Zweifel befinden, da Milchzucker ja nur im Tierkérper, Melibiose 
héchstens als Spaltprodukt der Raffinose im Pflanzenreich bis- 
her angetroffen wird. 

Dagegen ist die biologisch wichtige Differenzierung 
von Maltose und Isomaltose auf diesem Wege leicht durch- 
zufiihren. Wie schon erwahnt, wird Maltosazon von Hefen- 


1) Vg. E. Buchner und Rapp, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 
1090, 1898. 
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maltase hydrolysiert, das Osazon der wahren, nach E. Fischer’) 
dargestellten Isomaltose auch nicht spurenweise angegriffen. 
Erlangt also in einem Falle, wo es sich um die Unter- 
scheidung von Maltosazon und Isomaltosazon handelt, das 
Osazon in Beriihrung mit Wasser und Hefenferment Reduktions- 
vermégen, so liegt Maltosazon vor. Das Isomaltosazon laBt 
sich hingegen nach dem Verfahren der unspezifischen Saure- 
hydrolyse und darauffolgender Priifung mit Hefe erkennen. 
Denn es liefert (neben d-Glucosazon) eine Traubenzuckerlésung, 
die durch Drehung, Reduktion und schlieBlich durch prompte 
Garung (auch mit Zymin) charakterisiert werden kann. 


Zusammenfassend kann man folgendes sagen: 


Aus tierischen Fliissigkeiten und Pflanzensiften kann man 
noch bei groBer Verdiinnung die Zucker als Osazone abscheiden. 

Bekanntlich veraindern aber kleine Mengen von Bei- 
mischungen die Eigenschaften von Disaccharidosazonen oft bis 
zur Unkenntlichkeit. 

1. In Gemisch mit beliebigen Disaccharidosazonen kann 
man nun Maltosazon dadurch erkennen, daB es in wasse- 
riger Lésung bzw. Suspension durch Hefenmaltase gespalten 
wird und eine reduzierende Filiissigkeit liefert, die Trauben- 
zucker enthalt. 

2. Isomaltosazon wird von Hefefermenten nicht an- 
gegriffen, d. h. ergibt unter ihrer Einwirkung keine reduzierende 
Lésung. 

3. Milchzuckerosazon und Melibiosazon kénnen in praxi 
weder durch Emulsin noch durch Kefirlactase hydrolysiert werden. 

4. Durch Kochen mit 1,5°/,iger Schwefelsiure wird Iso- 
maltosazon unter Bildung von Traubenzucker zerlegt, der 
durch Drehung, Reduktion und Géarung nachgewiesen wer- 
den kann. 

5. Milchzuckerosazon und Melibiosazon werden durch 
heiBe verdiinnte Mineralséure (z. B. H,SO, von 1,5 bis 2°/,) 
unter Erzeugung von d-Galaktose gespalten. Letztere kann durch 
Reduktions- und Drehungsvermégen, namentlich durch ihr 


1) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 23, 3687, 1890; 28, 
3024, 1895. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 4 
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charakteristisches Verhalten zu Hefe oder zu Zymin erkannt 
werden. 

Eine Unterscheidung von Lactosazon und Melibiosazon ist 
auf diesem Wege unmdglich, auch in Wirklichkeit von unter- 
geordneter Bedeutung, da Milchzucker ein Produkt des Saugetier- 
organismus ist, Melibiose héchstens im Pflanzenreich vorkommt. 

6. Offensichtlich ist es ein groBer Vorteil, die Erkennung 
der Disaccharide an den Osazonen durchfiihren zu kénnen. 
Denn abgesehen von der Anreicherung schaltet man alle nicht 
reduzierenden Di- und Polysaccharide aus und entfernt alle 
fremden, der enzymatischen oder unspezifischen Hydrolyse 
unterliegenden Substanzen! 

7. Sowohl bei der spezifischen Fermenthydrolyse des 
Maltosazons wie bei der Saurespaltung von Isomaltosazon, 
Lactosazon und Melibiosazon kénnen beliebige Hexosazone 
und Pentosazone zugegen sein. Denn diese werden weder 
durch Hefefermente angegriffen, noch liefern sie unter den im 
experimentellen Teil angegebenen Bedingungen reduzierende, 
drehende oder gar garungsfahige Fliissigkeiten. 

8. Die Priifung auf Maltose lat sich bequem mit 0,01 g 
Maltosazon ausfihren, wahrend fiir die Erkennung der Iso- 
maltose, der Melibiose und des Milchzuckers 0,2 g Osazon zur- 
zeit noch erforderlich sind. 


Experimentelles. 

A. Enzymatische Spaltung von Disaccharidosazonen. 

a) Wie zuvor erwahnt, wird Maltosazon durch Hefenmaltase 
in d-Glucosazon und Traubenzucker gespalten, dabei wird die 
Fliissigkeit reduzierend'). Nun wirken in Wasser geléste oder 
suspendierte Osazone gleichfalls auf Fehlingsche Mischung. 
Es ist deshalb die absolut vollstandige Entfernung aller 
Osazone aus der zu priifenden Lésung erforderlich. 

Auch nach starker Abkiihlung bleibt so viel Osazon in 
Lésung, daB die iiber den Osazonkrystallen stehende Fiiissig- 
keit deutlich gelb gefarbt ist. 

Zur Entfernung der gelésten Menge Osazon haben wir 3 Wege 
gangbar befunden. Man filtriert, ohne sich auf komplizierte 


1) Selbstverstandlich ist, da& die Osazone gut ausgewaschen und 
nicht durch anhaftenden Zucker verunreinigt sind. 
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Abkihlung einzulassen, die Fliissigkeit ab, wascht aus und kann 
dann folgendermaBen vorgehen: 

1. Man saéuert mit ganz wenig Eisessig an und erhitzt 
unter Zugabe zweier Messerspitzen bester Knochenkohle 
2 Minuten lang zum Sieden und filtriert. Man erhalt dann 
ein wasserklares Filtrat, da samtliches Osazon absorbiert ist. 

2. Man schiittelt die zuvor auf 60° erwarmte Fliissigkeit 
mit Amylalkohol aus. Dieser nimmt alles geléste Osazon 
auf und liefert eine rein weiBe, osazonfreie Fliissigkeit. 

3. Am sichersten und elegantesten kommt man aber durch 
Anwendung einer 50°/,igen Lésung von Mercuriacetat zum 
Ziele. Letzteres ist, wie friihcr auseinandergesetzt, fiir alle 
ahnliche Zwecke das ideale Klarungsmittel’). Es entfernt nicht 
nur alles Osazon, sondern auch alle die der Hefe entstammen- 
den, durch ihre Biuretreaktion die Fehlingsche Probe spater 
stérenden Substanzen. 

Man erwirmt die vom festen Osazon und Hefesatz ab- 
filtrierte Fliissigkeit auf 40° und gibt tropfenweise 50°/, ige 
Mercuriacetatlésung hinzu, solange ein Niederschlag entsteht. 
Dann riihrt bzw. schiittelt man gut um und filtriert nach etwa 
5 Minuten. Man erhalt nun ein spiegelklares, farbloses Filtrat, 
das durch Einleiten von Schwefelwasserstoff entquecksilbert wird. 

b) Als wirksames Enzym kann man eine Maltaselésung 
benutzen. Wenn gleichzeitig Melibiosazon zugegen sein kann, 
so mu8 man ein Maltasepraéparat nach den Angaben von 
E. Fischer*) aus obergariger Hefe darstellen, da Unterhefen 
eine Melibioglucase enthalten. 

In weitaus den meisten Fallen kommt man jedoch mit 
gewohnlicher, jederzeit zuginglicher PreBhefe aus. Man setzt 
dieselbe zur Osazonlésung bzw. -suspension und verhindert durch 
Zusatz von 1 Tropfen Chloroform und etwas mehr Toluol die 
Garung (dabei bleibt — wie E. Fischer, 1. c., gezeigt hat — 
die Maltasewirkung erhalten). 

Am aillereinfachsten und handlichsten ist jedoch die Be- 
nutzung der Acetondauerhefe, des jetzt im Handel befindlichen 
Zymins. Natiirlich mu8S man auch hier die Vergérung des 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 424, 1910; ferner Neuberg, 
Der Harn, Berlin 1911, S. 328, 333, 395. 
*) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, 3379, 1894. 
4* 
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aus dem Maltosazon abgespaltenen Traubenzuckers durch reich- 
liche Toluolzugabe verhindern’). 

UnerlaBlich ist in allen Fallen die Priifung, ob nicht die 
benutzte Hefe oder das Zymin bei 48stiindiger Digestion mit 
Wasser bei 40° reduzierende Substanz in Lésung entsendet. 
Das ist meistens nicht der Fall, kann aber vorkommen. Bei 
einem Priparat von Zymin muB man auferdem einmal die 
spaltende Wirkung auf Maltosazon feststellen, kann es dann 
aber lange Zeit unbedenklich verwenden. 

Im folgenden fiihren wir 2 Beispiele aus der groBen Zahl 
unserer Versuche an und kénnen diese Vorschriften als bewahrt 
empfehlen. 


I. Hydrolyse des Maltosazons durch Zymin. 


0,01 g Maltosazon werden in einem Reagensglase in 12 ccm 
heiBem Wasser gelést. Man kiihlt unter flieBendem Wasser 
rasch ab und setzt sofort ca. 0,6g Zymin sowie 1 ccm Toluol 
und 1 Tropfen Chloroform hinzu und verschlieBt mit einem 
Kork. Nach kraftigem Umschiitteln stellt man die Mischung 
fiir 48 Stunden in einen auf 40° geheizten Brutschrank. Nach 
dieser Zeit wird filtriert und mit etwa 10 ccm Wasser nach- 
gewaschen. Auf dem Filter bleiben das Hefepraiparat nebst 
Osazon sowie fast alles Toluol und Chloroform®). 

Das gelbgefairbte Filtrat wird auf 40° erwarmt und tropfen- 
weise unter Schiitteln mit 50°/,igem Mercuriacetat versetzt, bis 
kein Niederschlag mehr entsteht. Nach 5 Minuten ungefahr 
filtriert man von dem Quecksilberniederschlage ab in einen 
kleinen Erlenmeyerkolben, wascht mit 10 ccm Wasser nach 
und befreit das Filtrat von geléstem Quecksilber durch Ein- 
leiten von Schwefelwasserstoff. Das Mercurisulfid wird wiederum 
gut ausgewaschen und das spiegelklare Filtrat dann in einer 
Porzellanschale auf dem Wasserbade auf 5 com eingeengt. Neu- 
tralisiert man nun die schwach essigsaure Fliissigkeit mit KOH 
und kocht mit Fehlingscher Mischung, so entsteht alsbald 
ein prachtig gelbroter Niederschlag von Kupferoxydul. 


1) Eine 2°/,ige Suspension von Maltosazon wird durch Bierhefe 
tateichlich in langsame Garung versetzt. F 

*) Im Filtrat vorhandenes C,H,. CH, und CHCl, verdampfen beim 
spiteren Einengen vollstandig. 
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Nach Worm-Miiller und J. Hagen!) kann man noch 0,000008 g 
Traubenzucker in 1 ccm Wasser mit Fehlingscher Lésung nachweisen. 
Nach diesen Daten kann man ermessen, wie deutlich die Reduktion, 
namentlich in einer weiBen Porzellanschale, zu erkennen ist. 

Zymin fiir sich und Maltosazon allein geben unter gleichen 
Bedingungen und nach derselben Vorbehandlung keine Spur 
einer Kupferoxydulabscheidung. 

Dehnt man die Enzymwirkung langer, auf 4 bis 5 Tage, aus, 
so bekommt man noch mit der Halfte des bei 40° digerierten Ge- 
misches, mit 6 com = 0,005 g Maltosazon, eine deutliche Reduktion. 


II. Hydrolyse von Maitosazon durch Bierhefe. 

0,02 g Maltosazon wurden in 12 com Wasser geliést, mit 
etwa 1 g PreBhefe sowie 1 Tropfen Chloroform nebst 1,0 ccm 
Toluol versetzt und 2 Tage im verschlossenen Reagensglase bei 
40° hingestellt. Filtration und Behandlung mit essigsaurem Queck- 
silber geschah wie beim Beispiel I. Es resultierte eine Fehling- 
sche Lésung stark reduzierende Fliissigkeit. (Die zur Kontrolle 
angesetzte und ebenso behandelte Probe der Hefe allein ergab 
nicht die geringste Reduktion.) 


B. Saurespaltung von Disaccharidosazonen. 


Durch einen groBen UberschuB von rauchender Salzsaéure 
werden die Osazone bekanntlich*) in Osone und Phenylhydrazin- 
chlorhydrat verwandelt. Durch sehr verdiinnte Mineralséure 
(Schwefelsiure von 1,5 bis 2°/,) ist es uns gelungen, aus 
Disaccharidosazonen den in nicht reduzierender Form in den 
Disacchariden vorhandenen Zuckerrest abzuspalten und so bei- 
spielsweise d-Galaktose aus Milchzuckerosazon und Melibiosazon 
zu erhalten. 

Es mu8 dahingestellt bleiben, ob sich fiir das Lactosazon 
die Spaltung im Sinne: 

Lactosazon = d-Galaktose -+- d-Glucosazon 
vollzieht, oder ob auch d-Glucosazon in Glucoson und Phenyl- 
hydrazin zerfallt. Tatsache aber ist, da man nach 2stiindigem 
Kochen mit verdiinnter Saéure, Neutralisation mit BaCO,, Aus- 


1) Worm-Miller und J. Hagen, Arch. f. d. ges. Physiol. 22, 
374, 1880. 

2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 21, 2631, 1888; 22, 
87, 1889. 
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aithern und Entfirbung mit Knochenkohle kein Oson nach- 
weisen kann. Die im folgenden mitgeteilten Spaltungsversuche 
mit d-Glucosazon und d-Galaktosazon haben das gleiche Er- 
gebnis gehabt. Es ist wohl méglich, da8 unter unseren Ver- 
suchsbedingungen das sehr labile Oson in dem MaBe, wie es 
entsteht, durch die siedende Mineralséure vollig zerstért wird, 
analog dem in ahnlicher Weise empfindlichen Fruchtzucker’). 


I. Spaltung von Lactosazon durch siedende verdinnte 
Schwefelsaure. 

0,2 g Milchzuckerosazon wurden am RiickfluBkiihler mit 
20 ccm 2°/, iger Schwefelsiure auf einem Drahtnetz 2 Stunden 
gekocht. Dabei bildet sich eine dunkle Harzmasse, die in 
einer gelblichen Fliissigkeit schwimmt. Man versetzt dann, 
ohne zu filtrieren, so lange mit aufgeschlimmtem Barium- 
carbonat, ev. unter gelindem Erwairmen auf dem Wasserbade, bis 
empfindliches blaues Lackmuspapier nicht mehr gerétet wird. 
Dann filtriert man und wascht mit ca. 10 com heiBem Wasser 
griindlich aus. Das gelbe Filtrat wird nach dem Erkalten mit 
Ather mehrfach ausgeschiittelt, solange dieser sich farbt. Man 
trennt dann genau im Scheidetrichter und erhitzt die wasserige 
Schicht in einem Kolben mit ein wenig bester Knochenkohle 
zum Sieden. Das wasserklare Filtrat wird dann in einer Por- 
zellanschale auf dem Wasserbade auf 10 ccm eingedampft und 
bleibt dabei véllig farblos. 

Die Fliissigkeit reduzierte stark Fehlingsche Lésung. Sie 
drehte so stark wie eine 0,6°/,ige Galaktoselésung. 

Entscheidend ist das Verhalten zu Hefe. 

Zur Kontrolle wurde eine 0,6°/,ige Traubenzucker- und 
eine 0,6°/,ige Galaktoselésung mit derselben Hefe und eine 
Probe der letzteren mit Wasser allein angesetzt und bei 30° in 
den Brutschrank gestellt. Nach 12 Stunden war das Garréhrchen 
mit Traubenzucker véllig ausgegoren, d. h. hatte 8,5 com CO, 
geliefert. Die Galaktoselésung aus Lactosazon wie die Galaktose- 


1) E. Sieben (Zeitschr. f. analyt. Chem. 24, 137, 1885) hat gezeigt, 
da8 man in einem Gemisch von Fruchtzucker und Glucose ersteren 
durch 3stiindiges Kochen mit 7°/,iger Salzsdure vdllig zerstéren kann, 
ohne den Traubenzucker wesentlich zu schidigen. Emtl Fischer (Ber, 
d. Deutsch. chem. Ges. 22, 87, 1887) hat diese Angaben von Sieben 
bestatigt. 
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kontrolle hatten genau wie die Hefe fiir sich die obligate Luft- 
blase entwickelt. Erst nach 3 Tagen war in den Galaktose- 
lésungen 3 ccm CO,, in der Hefe fiir sich 0,5 com CO, gebildet. 

Wir haben diesen Versuch zahlreiche Male mit dem gleichen 
Ergebnis ausgefiihrt, auch mit Zymin als Hefepriparat (s. S. 48). 


II. Spaltung von Melibiosazon durch siedende verdiinnte 
Schwefelsiure. 

Wir fiihren einen Versuch an, der mit 0,5 g Melibiosazon 
und 50 ccm 1,5°/,iger Schwefelsiure angesetzt und sonst genau 
wie der zuvor beschriebene zu Ende gefiihrt ist. Hierbei 
resultierte eine Zuckerlésung, die polarimetrisch einen Gehalt 
von 1,4°/, Galaktose aufwies. Das Verhalten zu Hefe war typisch. 


III. und IV. Spaltung von Maltosazon und Isomaltosazon 
durch heiBe verdiinnte Schwefelsaure. 

Die Versuche zeigen denselben glatten Verlauf. Der einzige 
Unterschied ist der, daB die Osazone von Maltose und Iso- 
maltose natiirlich d-Glucose liefern, die dann bei der Hefe- 
priifung schnell und vollsténdig vergiart. 

Nicht unerwahnt bleibe, daB sich die schlieBlich resultierenden 
Zuckerlésungen bei der Probe mit Phenylhydrazin stets als frei 
von Osonen erwiesen. Ihre Gegenwart ware iibrigens gleich- 
giiltig, da sie girungsunfiahig sind, aber die Hefeeinwirkung 
auf garende Zucker nicht stéren. Da8 jedoch iiberhaupt unter 
den angegebenen Bedingungen kein Oson entsteht, zeigen die 
ganz ebenso ausgefiihrten 


Versuche der Séurehydrolyse von d-Glucosazon und 
d-Galaktosazon. 

Selbst bei gréBeren Substanzmengen resultiert eine Lésung, 
die weder dreht noch giart. Die aus Galaktosazon erhaltene 
Fliissigkeit zeigte keine Spur einer Reaktion mit Fehlingscher 
Mischung, die aus Glucosazon lieB die Andeutung einer mini- 
malsten Kupferoxydulausscheidung erkennen. 


Es ist kaum zweifelhaft, daB man auf analogem Wege die 
Osazone der seltenen Zucker Cellose, Gentiobiose, Turanose, 
Manninotriose usw. wird charakterisieren kénnen. 








Cber den Nachweis kleiner Mengen Glucuronsaure 
als Osazon. 


Von 
Carl Neuberg und Sumio Saneyoshi. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


In der Harnanalyse sté8t man bei Anstellung der Phenyl- 
hydrazinprobe nicht selten auf Osazone, die schwer zu deuten sind. 

Nach den in der voraufgehenden Mitteilung gegebenen 
Vorschriften hat man die Méglichkeit, die Gegenwart von Ver- 
bindungen der Disaccharide zu erkennen. 

Seitdem die Glucuronsaéure von P. Mayer und C. Neu- 
berg') als Bestandteil des normalen Urins erkannt ist, hat sich 
gezeigt, daB diese Saure auch in vermehrter Menge sehr viel 
haufiger als Harnbestandteil vorkommt, als man friiher an- 
genommen hat Zwar tritt die Glucuronséure zunachst nur in 
gebundener Form, als sog. gepaarte Glucuronsaure, in den Harn 
iiber. Aber sehr viele dieser gepaarten Glucuronséuren zerfallen 
so leicht*), da8S man bei Anstellung der Phenylhydrazinprobe 
unbedingt auf die Entstehung von Glucuronséureosazonen Riick- 
sicht nehmen muB. 

Eine Beimengung von Glucuronséureosazon zu einer ande- 
ren Phenylhydrazinverbindung lieB sich bisher nicht nachweisen. 

In recht einfacher Weise gelingt dieses auf Grund der Fest- 
stellung, da8 die Phenylhydrazinverbindungen der Glucu- 
ronsaure die Naphthoresorcinreaktion sehr schén geben. 

Um die Probe eindeutig zu gestalten, mu8 man allerdings 
von der urspriinglichen Tollensschen Vorschrift etwas abweichen 


1) P.Mayer und C. Neuberg, Zeitechr. f. physiol. Chem. 29, 256, 1900. 
*) Vgl. C. Neuberg, Der Harn usw. Berlin 1911, S. 429 bis 460. 
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(s. unten), mu8 insbesondere zum Ausschiitteln nicht Ather, 
sondern Benzol verwenden. 

Diese kleine Modifikation geniigt, um eine sichere Unter- 
scheidung von den in vieler Hinsicht sehr ahnlichen Pentosazonen 
zu erméglichen’). Denn Arabinosazon wie Xylosazon geben bei 
Anstellung der Naphthoresorcinreaktion einen Farbstoff, der 
Ather rétlich fairbt, wahrend er Benzol (oder Chloroform) un- 
gefarbt 1aBt. 

Von besonderem Werte ist, daB auBer den Pentosazonen 
beliebige Hexosazone oder Disaccharidosazone anwesend sein 
kénnen, ohne den Nachweis von Glucuronséureosazon zu stoéren. 

Das Verhalten von Glycerosazon, Tetrosazon und Heptosazon zu 
Naphthoresorcin soll noch studiert werden. 

0,001 g Glucuronséureosazon kann mit Naphthoresorcin 
plus Salzsiure und Benzolausschiittelung erkannt werden! 


Experimentelles. 


Bekanntlich bildet die Glucuronséure mit Phenylhydrazin 
verschiedene Verbindungen (Thierfelder, P. Mayer), die von 
Neuberg und Neimann’) rein dargestellt worden sind. Es 
hat sich gezeigt, da8 sich alle bei der Naphthoresorcinreaktion 
gleich verhalten. 

a) Stellt man diese mit einer Messerspitze Glucuron- 
s&ureosazon an, so erhalt man einen schwarzgriinen Nieder- 
schlag, der eine violette Atherlésung mit Streifen in Gelbgriin 
gibt, ganz wie es von B. Tollens fiir den aus reiner Glucuron- 
siure gewonnenen Farbstoff beschrieben worden ist. 

b) Nimmt man die Reaktion in gleicher Weise mit 
d-Glucosazon, d-Galactosazon, 1-Arabinosazon, 1-Xylosazon, Malt- 
osazon und Lactosazon vor, so bekommt man ebenfalls einen 
mehr oder minder violett gefarbten Atherauszug, der oft auch 
starkere oder schwichere Andeutungen eines Absorptionsstreifens 
in Gelbgriin hinter D erkennen JaBt. 


1) Schon vor Jahren haben F. Blumenthal und P. Mayer (Zeitechr. 
f. klin. Med. 37, 422, 1899) beobachtet, daB die Pentosazone wie die 
Fiinfkohlenstoffzucker selbst eine positive Orcinreaktion geben, daB sich 
Glucuronsaéureosazon aber ganz ebenso verhilt. 

2) C. Neuberg und W. Neimann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 
97, 1905. 
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Offenbar entsteht aus den Osazonen bzw. aus den ihnen 
zugrunde liegenden Osonen ein anderer Farbstoff als aus den 
Zuckern selbst. Denn diese liefern nach Tollens mit Naphtho- 
resorcin plus Salzsiure ein Produkt, das sich in Ather nicht 
mit violetter Farbe lést. 

c) Es kam also darauf an, ein Lésungsmittel fiir den Farb- 
stoff aus Glucuronséureosazon zu finden, das die Farbstoffe 
aus den iibrigen Osazonen nicht aufnahm. 

Ein solches Solvens liegt im Benzol (und auch im Chloro- 
form) vor. 

Schiittelt man das noch warme Reaktionsprodukt von Glu- 
curonséureosazon mit HCl plus Naphthoresorcin mit Benzol 
aus, so nimmt dieses eine leuchtend violettrote Farbe an. Die 
Nuance &hnelt der Farbe von Jod in Schwefelkohlenstoff. Auch 
in Chloroform geht der Farbstoff iiber, und zwar mit einem 
mehr blauvioletten Ton. 

Benzol- wie Chloroformauszug zeigen den typischen Streifen 
der Glucuronsiure-Naphthoresorcinprobe. 

Alle die vorhin erwahnten Pentosazone, Hexosazone und 
Disaccharidosazone liefern dagegen mit Naphthoresorcin ein 
Reaktionsgemisch, aus dem Benzol oder Chloroform nichts 
auszieht. Héchstens werden die Ausziige ganz schwach gelb, 
keinesfalls violett. 

Die Probe mit Glucuronsaéureosazon wird also folgender- 
maBen ausgefiibrt: 

Eine Messerspitze — 0,008 g Glucuronséureosazon wird mit 
4 ccm rauchender Salzsiure und 4 ccm Wasser nach Zusatz 
von ca. 0,1 g Naphthoresorcin zum Sieden erhitzt und 1 Mi- 
nute darin belassen. Man kiihlt dann unter der Wasserleitung 
auf ca. 50° ab. Schiittelt man 1 ccm des triiben graublauen Ge- 
misches mit etwa 1 ccm Benzol aus, so erhalt man einen leuch- 
tend violettroten Auszug, der im Gelbgriin ein Absorptionsband 
aufweist. 

Es hat sich nun gezeigt, dab, wenn andere Osazone zugegen 
sind oder zu lange gekocht wird, der Farbstoff aus Glucuron- 
siureosazon wieder verschwinden kann. Man verfahrt dann 
folgendermaBen : . 

Das zu priifende Osazongemisch wird bei Zimmertemperatur 
durch Schiitteln in 4 com rauchender Salzsiure médglichst ge- 
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lést. Die schwarzbraune Fliissigkeit wird dann mit dem gleichen 
Volumen Wasser versetzt und aufgekocht. Erst dann gibt man 
hinreichend') Naphthoresorcin hinzu und erwarmt nur noch 
1/, Minute. LaBt man dann langsam auf 50° abkiihlen, so er- 
halt man mit Benzol einen rotvioletten Auszug und typischen 
Streifen. 

Nach dieser Vorschrift haben wir Glucuronsaéureosazon bei 
gleichzeitiger Anwesenheit simtlicher oben erwahnten anderen 
Osazone nachweisen kénnen. 

Erwahnt zu werden verdient, daB man auch mit der viel 
benutzten p-Bromphenylhydrazinverbindung der Glucuronsaéure 
auf dem angegebenen Wege eine positive Naphthoresorcinprobe 
erhalt, die so eine willkommene Bestatigungsreaktion darstellt. 

Durch Zusatz von starker Essigsiure kann man den Farben- 
ton der Benzol- oder Chloroformausziige vertiefen; sie nehmen 
dann eine mehr blaue Nuance ein. 

Die Anstellung der Naphthoresorcinprobe mit Glucuron- 
séureosazonen — und ebenso die Ausfiihrung der Orcinreaktion 
mit Pentosazonen — gewéhrleistet eine Verscharfung in dem 
Sinne, als eine ganze Reihe von Substanzen ausgeschlossen 
werden kénnen, die bei der Vornahme der Probe etwa mit 
Harn direkt ebenfalls diese Reaktionen geben, wie die Chon- 
droitinschwefelsaure, die Pentosane und Nucleinséuren. Da 
diese Kérper keine Osazone liefern, eriibrigt sich ihre Beriick- 
sichtigung, wenn die Farbenreaktionen mit den Osazonen an- 
gestellt werden. 

Mit Hilfe dieser Proben ist man nun auch imstande, sich 
iiber die Krystalle der sog. Cammidgeschen Reaktion (angeb- 
lich Diagnosticum bei Pankreaserkrankungen) zu orientieren. 
Wie gelegentlich berichtet werden soll, kann man in diesen 
Osazonkrystallen manchmal Glucuronséure, manchmal Pentose, 
in manchen Fallen aber beide nicht, sondern nur Hexosazon 
nachweisen. 

1) Es muB soviel Naphthoresorcin zugegen sein, daB es nicht von 


den iibrigen Substanzen beschlagnahmt wird, sondern daS genug zur 
Reaktion mit Gluouronsiure iibrig bleibt (vgl. diese Zeitschr. 24, 439, 1910). 








Ober zuckerfreie Hefegirungen. III. 


Von 


C. Neuberg und L, Karezag. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


In zwei friiheren Mitteilungen’)*) haben Neuberg und 
Hildesheimer sowie Neuberg und Tir gezeigt, daB es eine 
Reihe von Substanzen gibt, die — ohne sichtbare Beziehung zur 
Kohlenhydratreihe — mit Hefe lebhaft Kohlensiure entwickeln. 

Die Bestimmungen waren in der Weise vorgenommen, da 
die gebildete Menge CO, gemessen wurde. Dabei ist natiirlich 
diejenige Quantitét Gas beriicksichtigt worden, die die be- 
nutzten Hefen oder Hefenpraparate unter genau gleichen Be- 
dingungen etwa fiir sich produzierten. 

Das ist die gleiche Methode, die fiir alle klassischen Unter- 
suchungen iiber Garfaihigkeit von irgendwelchen Zuckern zur 
Anwendung gelangt ist! 

Obgleich nur den allerdeutlichsten CO,-Entwicklungen, d. h. 
Mengen von vielen Kubikzentimetern Gas bei Verwendung von 
0,1 bis 0,3 g Substanz, eine Bedeutung beigemessen wurde und 
alle denkbaren Kautelen beriicksichtigt sind, schien es bei der 
volligen Neuheit der Befunde wiinschenswert, noch auf anderem 
Wege als durch Messung der entwickelten Kohlensaéure jenen 
Vorgang der ,,zuckerfreien Garungen“ zu bestitigen. 

Dieses Experimentum crucis laBt sich nun in einfachster 
Weise dadurch erbringen, daS man ein Verschwinden der- 
jenigen Substanzen dartut, in deren Gegenwart Hefe Kohlen- 
dioxyd produziert. Wir haben drei Substanzen herausgegriffen, 


1) C. Neuberg und A. Hildesheimer, diese Zeitschr. 31, 170, 1910. 
*) C. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 32, 323, 1911. 
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die sich analytisch leicht bestimmen lassen: die Brenztrauben- 
siure, die d-Weinsaéure und die Glycerinphosphorsaure. 

Von derselben Hefe, die eine starke CO,-Entwick- 
lung zuwege bringt, werden die drei genannten Sub- 
stanzen in betrachtlicher Menge zerstért (s. unten). 

Damit ist in durchaus einwandfreier Art bewiesen, da 
Zersetzung und Kohlensaéureproduktion ursachlich miteinander 
verkniipft sind, und es ist ein neuer Beweis dafiir geliefert, 
da8B Hefe ohne Anwesenheit von Zucker bestimmte 
Kohlenstoffverbindungen angreift. 

Aus diesen Versuchen geht auch klar hervor, da8 eine von 
Harden und Paine’) in einer vorlaiufigen Mitteilung an- 
gegebene Beobachtung nichts mit dem Kapitel der eigentlichen 
,zuckerfreien Garungen‘‘ zu tun hat. Die englischen Autoren be- 
haupten, daB die Selbstgarung der Hefe durch Zusatz von 
molekularer NaCl- oder (NH,),S0,-Lésung sehr erheblich ge- 
steigert werde, wahrend schwachere Konzentrationen keinen 
EinfluB auf die Selbstgirung der Hefe ausiiben. Es bedarf 
keiner Diskussion, da8 die zugesetzten Substanzen (Brenztrauben- 
siure, Weinsdure, Glycerinphosphorsiure) nicht verschwinden 
wiirden, wenn sie wie molekulare Lésungen von Neutralsalzen 
wirkten und die CO,-Bildung auf Kosten der Hefenbestandteile, 
also durch Selbstgirung, beférderten. Dabei wollen wir voll- 
standig davon absehen, da8 unsere Konzentrationen durchweg 
niedriger und von der GréB8enordnung waren, die von Harden 
und Paine ausdriicklich als unwirksam quoad Selbstgaérung 
bezeichnet worden sind, 

AuBerdem haben wir das Phinomen der englischen Autoren 
mit unseren Hefen iiberhaupt nicht erzielen kénnen, wenigstens 
nur ausnahmsweise, und gar nicht unter unseren Versuchs- 
bedingungen. Wir haben vielmehr in der Mehrzahl der Fille 
etwas ganz anderes beobachten kénnen. Bei solchen Hefe- 
rassen némlich, die keine Vergérung unserer Substanzen be- 
wirkten, oder bei den Verbindungen, die nicht ,,garfahig‘* waren, 
wurde in der Regel die Selbstgarung der Hefe zuriickgedrangt, 
ja oft vdéllig aufgehoben! 

Es handelt sich hierbei also um einen Vorgang, der dem 
Phainomen von Harden und Paine gerade entgegengesetzt 
1) A. Harden und 8, G. Paine, Proc. Chem. Soc. 27, 103, 1911. 
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ist, und wenn bei unserer Versuchsanordnung eine starke CO,- 
Produktion in den ,,girenden‘‘ Lésungen einer minimalen in 
den Kontrollproben mit Hefe und Wasser fiir sich gegeniibersteht, 
so sind die Ausschlage bei uns a fortiori beweisend. Denn die 
CO,-Menge ist nicht wesentlich durch Gas vergréBert, das seine 
Entstehung einer Selbstgirung verdankt. 

Wir haben diesen Vorgang nur insoweit gestreift, als er 
in Beziehung zur Frage der ,,zuckerfreien Garungen“ stehen 
kénnte. Wir beabsichtigen zunichst nicht, ihn weiter zu ver- 
folgen, und wollen nur noch bemerken, da8 Unterschiede im 
Verhalten deutscher und englischer Hefen ja schon éfter be- 
obachtet sind. 

Die ganze Erscheinung ist fiir unser Gebiet gegenstandslos ge- 
worden, da uns die Isolierung spezifischer Spaltungspro- 
dukte gegliickt ist’), die den Vorgang der ,,zuckerfreien Garung“ 
zunachst bei zwei Substanzen vollig aufklaren. Diese Spaltungs- 
produkte, die z. B. bei der Brenztraubensiure Acetaldehyd und 
Kohlensaure sind, entstehen aber durch einen glatten Zerfall 
der ,,garenden“ Substanz. 


Experimentelles. 


I. Quantitative Versuche iiber die Zerstérung von Brenz- 
traubensiure, Weinsiure und Glycerinphosphorsiure durch 
Hefen. 

A. Brenztraubensaures Kalium. 

a) Eine Lésung, die 2,52 g brenztraubensaures Kalium 
(= 1,76 g Brenztraubensiure) enthielt, wurde mit 10 g Hefe D 
des Instituts fiir Garungsgewerbe in Berlin versetzt und mit 
Wasser auf 200 com aufgefiillt. 

Von der gut durchgeschiittelten Fliissigkeit wurden sofort 
80 com entnommen und nach Zusatz von 8 ccm kolloidalem 
Eisenhydroxyd®) filtriert. Von dem wasserklaren Filtrat wurden 


1) Siehe die folgende Mitteilung. 

2) Die Klarung mit kolloidaler Eisenhydroxydlésung nach Michaelis 
und Rona ist, wie Neuberg friiher (diese Zeitechr. 24, 425, 1910) gezeigt 
hat und Abderhalden, Chang und Wurm jiingst (Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 72, 25, 1911) bestatigen, fiir die Untersuchung von Hefe ent- 
haltenden Flissigkeiten vortrefflich geeignet. 
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55 com mit einer klar filtrierten Lésung von 1,0 g p-Nitro- 
phenylhydrazin') in 15 ccm 50°/,iger Essigsiure versetzt. Das 
ausgefallene Brenztraubensidure-p-nitrophenylhydrazon wurde 
nach 24 Stunden auf einem Goochtiegel abgesaugt und mit 
kaltem Wasser ausgewaschen. Gefunden wurden 1,030 g Hydrazon, 
statt der berechneten 1,115g. Da die benutzten 55 ccm der mit 
Ferrihydroxyd behandelten Lésung 50 ccm urspriinglicher Fliissig- 
keit entsprachen und bei einem Gehalt von 0,44 g Brenztrauben- 
siure 1,115 g Nitrophenylhydrazon liefern miiBten, so wurden 
92°/, der vorhandenen Menge als p-Nitrophenylhydrazon wieder- 
gefunden. 

Die restierenden 120 com wurden 48 Stunden bei 38° im 
Brutschrank belassen. 80 ccm wurden dann ebenso mit 8 ccm 
kolloidalem Eisenhydroxyd behandelt. Das klare, alkalisch 
reagierende Filtrat wird noch mit etwas festem Na,CO, versetzt 
und mehrfach in einem Scheidetrichter mit Ather ausgeschiittelt. 
Diese Behandlung mit Ather bezweckt, Aldol*) zu entfernen, 
das mit p-Nitrophenylhydrazin eine Fallung geben kénnte. Von 
der ausgeitherten Lésung wurden dann 55 ccm mit Eisessig 
gerade angeséuert und mit p-Nitrophenylhydrazinacetat gefallt. 

Es wurden 0,579 g Hydrazon isoliert oder 52°/, der Theorie. 
Demnach waren 40°/, der Brenztraubensaure verschwunden. 

b) In einem anderen, mit genau den gleichen Mengen, aber 
unter Verwendung einer anderen Hefe (Hefe M) angesetzten 
Versuche wurden direkt 89°/, und nach 48 Stunden 61°/, der 
angewandten Brenztraubensféuremenge wiedergefunden. 

Es wurde zur Kontrolle noch untersucht, ob sich der Ge- 
halt einer Lésung von brenztraubensaurem Kalium durch Auf- 
bewahrung bei 38° innerhalb 48 Stunden andert. Das ist nicht 
der Fall. 

Diese Versuche miissen als auferordentlich gut gelungen 
betrachtet werden, da — wie in der folgenden Mitteilung ge- 


1) Das Brenztraubensdiurephenylhydrazon ist leichter léslich. Wir 
wahlten daher als Bestimmungsform das von Ellis Hyde (Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 32, 1815, 1899) beschriebene p-Nitrophenylhydrazon der Brenz- 
traubensiure C,H,O,N,. Es schmilzt bei 219 bis 220°. 

223 g Brenztraubensaure-p-nitrophenylhydrazon entsprechen 88 g 
Brenztraubensaure. 

*) Vgl. die folgende Mitteilung. 
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zeigt werden wird — eine védllige Zerlegung der Brenztrauben- 
siure durch Hefe unméglich ist. Auch die Fallung der Brenz- 
traubensiure durch p-Nitrophenylhydrazin ist ja nicht quanti- 
tativ. 


B. Neutrales d-weinsaures Kalium. 


4,7 g neutrales d-weinsaures Kalium (C,H,O,K, -+-*/,H,O) 
(3 g d-Weinsiure entsprechend) wurden mit 10 g Hefe B, die 
sich in unseren friiheren Versuchen") als am wirksamsten er- 
wiesen hatte, vermischt und mit Wasser auf 400 ccm gebracht. 
Zur Bestimmung der Weinséure wurden sofort 80 ccm ent- 
nommen und mit 8 ccm kolloidalem Ferrihydroxyd geklart. 
55 com des ganz klaren Filtrats wurden auf dem Wasserbade 
eingeengt; da hierbei nochmals eine flockige Ausscheidung er- 
folgte, wurde filtriert und dann auf ca. 2 ccm eingeengt. Nach 
Beigabe von 1 ccm Eisessig sowie von etwas Kaliumacetat und 
kraftigem Umriihren fiel alsbald Weinstein aus. Nach 48stiin- 
digem Stehen wurde das saure Kaliumtartrat mit 10°/,igem 
Alkohol angeriihrt und auf einem Goochtiegel abgesaugt. Statt 
der berechneten 0,47 g Weinstein wurden 0,413 g gefunden; das 
sind 88°/, der Theorie. 

Die iibriggebliebenen 320 ccm wurden dann 60 Stunden 
bei 38° belassen. Bei gleicher Verarbeitung wurde in 55 com 
Filtrat der mit Eisenhydroxyd vorbehandelten Fliissigkeit 0,287 g 
Weinstein gefunden, gleich 61°/, der berechneten Menge. 

Auch hier ist die Abnahme der Weinsiure deutlich. 


C. Glycerinphosphorsaures Natrium. 


Benutzt wurde sog. 100°/,iges Natriumglycerophosphat 
von Kahlibaum, das nicht die Spur einer Reaktion auf an- 
organische Phosphorséure gab. 

4,3 g glycerinphosphorsaures Natrium wurden mit 10 g 
Hefe XII und 200 ccm Wasser angesetzt. 

Sofort nach der Mischung wurden 80 ccm abfiltriert; von 
einer besonderen Klarung muBte wegen ev. Absorption der 
Phosphorséure abgesehen werden. In 40 ccm klaren Filtrates 
wurde erst mit Magnesiamischung eine Fillung erzeugt. Zur 


1) Diese Zeitschr. 32, 326, 1911. 
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Reinigung sollte diese in das Molybdat iibergefiihrt werden. 
Es gelang jedoch nicht, eine wagbare Menge der komplexen 
Phosphormolybdanverbindung abzuscheiden, es wurde lediglich 
eine Gelbfarbung erhalten. 

Ganz anders verhbielt sich die bei 29° im Brutschrank 
48 Stunden digerierte Probe. Aus 50 com klaren Filtrates 
wurde hier sofort ein dichter Ammoniummagnesiumphosphat- 
niederschlag und aus diesem reichlich Molybdanverbindung er- 
halten. Letztere wurde wieder in das Ammoniummagnesium- 
phosphat iibergefiihrt und dieses als Mg,P,O, gewogen. 

Erhalten wurden 0,2698 g Mg,P,0, = 0,0751 g P. 

Da glycerinphosphorsaures Natrium '/, seines Gewichtes 
an Phosphor enthait, sind in 50 ccm der Lésung 0,153 g 
Gesamt-P vorhanden. Fast 50°/, davon sind also als Phosphat 
in Freiheit gesetzt. 

In einem anderen Versuche wurde eine Abspaltung von 
42°/, des organischen Phosphors festgestellt. 

Kontrollen lehrten, da8 4,3 g glycerinphosphorsaures Natrium in 
200 com H,0 allein bei 29° innerhalb 48 Stunden nur spurenweise ver- 
seift werden. 10 g Hefe geben nur eine sehr geringe Menge H,PO, bei 
48stiindigem Stehen mit H,O unter sterilen Bedingungen in Lésung. 
Aus 50 com Filtrat wurden 0,0098 g Mg,P,0, isoliert. 


II. Versuche iiber den Einflu8 verschiedener Substanzen 
auf die durch Selbstgirung von Hefen und Hefenpriparaten 
entstehende Kohlensiuremenge. 


Wie bereits bemerkt, haben wir in zahlreichen Fallen be- 
obachtet, daB die Selbstgirung der Hefen und Hefenpraparate 
durch Zusatz gewisser, nicht garfahiger organischer Stoffe ab- 
geschwacht oder nahezu ganz aufgehoben wird. Nach dem 
Erscheinen der vorlaufigen Mitteilung von Harden und Paine 
(1. c.), daB molare Lésungen von anorganischen Salzen, m-NaCl 
und m-(NH,),SO,, die Selbstgirung steigern sollen, haben wir 
zum Vergleich auch einige Versuche mit diesen anorganischen 
Substanzen angestellt. 

Aus den mehreren Tausend unserer Einzelversuche haben 
wir nun einige ausgezogen und in nachstehender Tabelle’) ver- 


1) Die aufgefiihrten Zahlen sind ccm CO,, die in der angegebenen 
Stundenzahl entwickelt wurden. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 5 
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einigt, namlich solche, die miteinander direkt vergleichbar sind. 
Stets waren hier 15 com der 1°/,igen Lésung mit 1,0 g der ab- 
gepreBten Hefe oder des trockenen Hefepriparates gemischt 
und die angegebene Zeit bei 28 bis 29° im Brutschrank be- 
lassen. 


Die Ubersicht lehrt, da8 durch anorganische wie organi- 
sche Zusitze die Selbstgarung zumeist herabgedriickt wird; auch 
in den ersten Stunden hat sich kein Anhalt fiir eine die 
Selbstgirung férdernde Wirkung der Zusatze ergeben. Wir 
wollen jedoch betonen, daB sich diese Daten nur auf unsere 
Versuchsanordnung beziehen; daB andere Hefen ein abweichendes 
Verhalten zeigen, ware wohl mdglich. 


5* 











Ober zuckerfreie Hefegarungen. IV. 


Carboxylase, ein neues Enzym der Hefe’.) 
Von 


C, Neuberg und L. Karezag. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Institutes der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Von allen Substanzen, die nicht zur Kohlenhydratreihe 
gehéren und mit Hefe lebhaft Kohlensiure entwickeln, zeigen 
die Brenztraubensaure, CH,—CO—COOH, und Oxymalein- 
siure, COOH—C(OH) —CH—COOH (Oxalessigsiure) am 
deutlichsten das Phinomen der zuckerfreien Hefegérung, wie 
aus unseren friiheren drei Mitteilungen iiber diesen Gegenstand 
hervorgeht. In diesen ist gezeigt, daB als einziges gasférmiges 
Garungsprodukt reines Kohlendioxyd entsteht. 

Da die Einwirkung der verschiedenen Hefen auf Brenz- 
traubensiure und Oxalessigsiure nicht unter Durchliiftung vor- 
genommen war, konnte eine vdllige Verbrennung der beiden 
Sauren zu CO, unméglich stattgefunden haben. Es muB8 also 
auBer Kohlensaure noch ein Spaltungsprodukt existieren. 

Uber die Natur der aus brenztraubensauren Salzen hervor- 
gehenden Substanz haben Neuberg und Hildesheimer*) be- 
reits folgendes ermittelt. Sie ist kein Athylalkohol, aber fliichtig; 
sie wirkt reduzierend, gibt die Jodoformproben und mit Nitro- 
prussidnatrium eine Farbenreaktion, die von der des Ausgangs- 
materials vdllig verschieden ist; auBerdem reagiert sie mit 
Phenylhydrazin und p-Nitrophenylhydrazin. 

Die Aufklarung dieser Substanz hat lange Schwierigkeiten 
bereitet und gelang uns erst, als wir dazu iibergingen, die Gar- 


1) Vorgetragen in der Sitzung der Physiol. Ges. zu Berlin am 
21. Juli 1911. 
%) C. Neuberg u. A. Hildesheimer, diese Zeitschr. 31, 174, 1911. 
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versuche mit freier Brenztraubensaéure, statt wie friiher 
mit ihren Alkalisalzen, vorzunehmen. 

Mit wenig kéuflicher Hefe hatten wir ehedem bei der 
freien Brenztraubensaure keine deutliche Garung erzielt, sondern 
nur mit ihrem Kalium-, Natrium-, Ammonium- sowie Calcium- 
salz. Nachdem nun Neuberg und Tir’) die sehr viel starker 
sauere Oxalessigsdure im freien Zustande garbar gefunden haben, 
nahmen wir die Garungen auch mit freier Brenztraubensaure 
wieder auf. 

Mit garkraftigen Reinzuchthefen sowie mit etwas gréBeren 
Mengen gewoéhnlicher PreBhefe ebenfalls gelingt nun die Ver- 
garung der freien Brenztraubensaure ohne Schwierigkeit. 
Als zweites Spaltungsprodukt entsteht dabei glatt Acetaldehyd. 

Die Garung der Brenztraubensaure vollzieht sich nach der 
einfachen Gleichung 

CH, .CO. COOH =- CO, -++ CH, .COH. 

Es ist durchaus erklarlich, warum bei Verwendung von 
brenztraubensauren Alkalien der Acetaldehyd nicht ohne weiteres 
erkannt werden konnte. Denn nach dem Schema 

2CH, . CO. COOK + H,O — 2CH,.COH + CO, + K,C0, 
entsteht aus brenztraubensaurem Kalium natiirlich Kalium- 
carbonat, das leicht nachweisbar ist, den Acetaldehyd aber 
durch Kondensation verandert. Tatsachlich entsprechen die 
Eigenschaften des aus brenztraubensauren Salzen erhaltenen 
Garguts denen von Aldol, dem ersten Polymerisationsprodukt 
des Acetaldehyds. 

Aus freier Brenztraubensaéure entsteht nun Acetaldehyd in 
solchen Mengen, da8 man ihn ohne weiteres riecht, ihn ab- 
destillieren und mit allen Reaktionen nachweisen sowie in Form 
seines schén krystallisierenden p-Nitrophenylhydrazons in Sub- 
stanz abscheiden kann. Letzteres kann man grammweise aus 
dem Destillat des Garguts darstellen! 

Bedingung fiir das Gelingen der Versuche ist, daB die 
Konzentration der Brenztraubensiure nicht zu hoch ist. Der 
Grund dafiir ist klar. Der bei der Garung entstehende Acet- 
aldehyd ist ein starkes Protoplasmagift, das dem GarprozeB einen 
Stillstand bereitet. Darum ist es auch unméglich, saimtliche 


1) C. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 32, 330, 1911. 
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Brenztraubensiure zum Verschwinden zu bringen. Bei den 
brenztraubensauren Salzen dagegen schreitet die Zerlegung 
weiter fort, da der entstandene Acetaldehyd durch das gleich- 
zeitig gebildete Carbonat — bei dem Kalisalz z. B. durch das 
kohlensaure Kalium — verandert und offenbar in weniger giftige 
Produkte iibergefiihrt wird. 

Aus unseren zahlreichen Versuchen in dieser Richtung geht 
hervor, da8 Konzentrationen von 1°/, und geringere die giinstig- 
sten sind. 

So leicht es ist, selbst erhebliche Mengen Acetaldehyd und 
Kohlendioxyd aus Brenztraubensdéure zu gewinnen, so schwierig 
ist die quantitative Durchfiihrung der Versuche. Die Griinde 
dafiir sind verschiedene. 

Wie erwahnt, verschwindet die Brenztraubensaure nicht 
vollstandig; ein Teil bleibt unzerlegt. Diesen Teil haben wir 
durch Zuriicktitrieren ermittelt. Aber die Bestimmung ist in 
Gegenwart von Hefe nicht genau. 

Andererseits ist die Bestimmung des Acetaldehyds nicht 
scharf. Sie geschah durch Titration mit saurem Permanganat. 
Da aber bekanntlich bei jeder Girung kleine Mengen fliichtiger 
Stoffe entweichen, die auf Permanganat einwirken, sich aber 
nicht ohne weiteres von Acetaldehyd trennen lassen, so fallen 
die Acetaldehydwerte zu hoch aus. Auf der anderen Seite 
wird etwas Acetaldehyd auch von den Proteinstoffen*) der 
Hefe gebunden, so daB bei einfachem Durchleiten eines ge- 
reinigten Luftstroms bei 40 bis 50° nicht der gesamte Acet- 
aldehyd in die vorgelegte Permanganatlésung tbergeht. 

Wir fiihren einige Beispiele an, um zu zeigen, wie die 
Bestimmungen ausgefiihrt worden sind. 


Aldehydbestimmung. 


2,46 g Brenztraubensiure, gelést in 400 com Wasser, wurden 
mit 10 g Hefe D 48 Stunden bei 37° belassen. Wahrend dieser 
Zeit war der Garkolben G durch eine Sicherungsvorlage S mit 
der Permanganatvorlage P verbunden. Der Quetschhahn Q 
war in dieser Zeit geschlossen, wahrend mit dem offenen Ende O 
eine zweite Permanganatflasche (P’, nicht gezeichnet) ver- 
bunden war. Der Garkolben @ befand sich die ganze Zeit in 


1) Vgl. L. Schwarz, Zeitechr. f. physiol. Chem: 81, 460, 1900. 
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einem auf 38° geheizten Thermostaten, wahrend 8S, P und die 
zweite Permanganatflasche Zimmertemperatur besaBen. Dabei 
treibt die entwickelte Kohlensaiure die Hauptmenge des Acet- 
aldehyds iiber. Nach 48 Stunden wird auch S in den Thermo- 




















Garkolben Vorlage Permanganat 
Fig. 1. 


staten versenkt und nach Offnung des Quetschhahns Q die 
zweite Permanganatvorlage mit einer Luftpumpe verbunden. 
Darauf saugt man von @Q her einen mit Permanganat ge- 
waschenen Luftstrom langsam durch das System. 

Die Riicktitration ergab, daB 0,48 g Brenztraubenséure 
vergoren waren. Statt der berechneten 0,24 g Acetaldehyd 
sind 0,301 g gefunden worden. 


Kohlensaurebestimmung. 
Bei einem Versuche, der mit 2,46 g Brenztraubenséure in 
400 com Wasser -- 10 g Hefe D angestellt war, ergab die Riick- 
titration, daB 0,70 g Brenztraubensiure umgesetzt waren. Statt 
der berechneten Menge Kohlendioxyd von 0,35 g wurden 0,40 g 
gefunden. 


Charakterisierung und Isolierung von Acetaldehyd. 

a) Offnet man einen Kolben, in dem eine Gérung mit freier 
Brenztraubenséure angesetzt war, so nimmt man sofort intensiven 
Geruch nach Acetaldehyd wahr. Destilliert man einen Teil des 
Gargutes unter guter Kiihlung ab, so geben wenige Tropfen 
des Destillats alle bekannten Reaktionen auf Acetaldehyd in 
ausgezeichneter Weise. Besonders beweisend ist die Probe von 
Rimini, bei der man einige Tropfen mit 1 bis 2 ccm ver- 
diinnter frischer Nitroprussidnatriumlésung versetzt. Auf Zu- 
gabe von 1 bis 2 Tropfen 5°/,igen Diathylamins entsteht dann 
sofort eine tiefblaue Farbung. Diese Reaktion, die nach Rimini 
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nur mit Acetaldehyd positiv ausfallt, erhalt man mit Spuren 
des Destillats in ganz enormer Starke. 

b) Zur Abscheidung des Acetaldehyds als p-Nitrophenyl- 
hydrazon wurde ein Versuch mit 8,0 g freier Brenztraubensiure, 
26 g Hefe D und 1000 com Wasser angesetzt. Nach 48stiindigem 
Stehen bei 37° wurden 500 ccm des Girgutes abdestilliert. Nach 
Zugabe einer klaren Lésung von 3g p-Nitrophenylhydrazin in 
50°/,iger Essigsiure fiel sofort beim Umschiitteln ein dicker 
Brei von goldgelben Nadeln des Acetaldehyd -p-nitrophenyl- 
hydrazons aus. Dieselben wurden nach 6 Stunden abgesaugt, 
mit kaltem Wasser ausgewaschen und aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug 1,88 g. 

Die Verbindung war sofort rein und schmolz bei 128°, 
wahrend Hyde’) fiir das p-Nitrophenylhydrazon des Acet- 
aldehyds den Schmelzpunkt 128,5° angibt. 

0,1612 g Substanz: 0.3201 g CO, und 0,0758 g H,O. 

0,1488 g Substanz: 31,3 com N (25°, 768 mm). 

C,H,N,O,. Ber.: C= 53,68; H=—5,03; N = 23,46°/,. 

Gef.: C= 54,14; H= 5,22; N= 23,70°/,. 

Die Aufklérung des Garungsverlaufes bei der Brenztrauben- 
siure ergab ohne weiteres die Erkenntnis des Vorgangs bei der 
Oxymaleinsiure COOH—C(OH) = CH—COOH bzw. Oxal- 
essigsiure COOH—CO—CH,—COOH. Auch diese Séure 
wird durch Hefe zu Kohlendioxyd und Acetaldehyd vergoren, 
und zwar entsteht nach der Gl. 

COOH.CH,.CO.COOH = 2C0, -++- CH,.COH 
auf 2 Mol. CO, 1 Mol. Aldehyd. 

Die Versuchsanordnung und die Methodik des Nachweises 
waren genau die gleichen. 

Aus 0,95 g mit Hefe bei 28° vergorener freier Oxalessigsiure 
wurden 0,65 g Kohlendioxyd statt der berechneten 0,63 g isoliert. 

Aus 2,20g Oxalessigsiure wurden 0,358 g reines Acet- 
aldehyd-p-nitrophenylhydrazon erhalten, das bei 128° schmolz. 

0,0999 g Substanz ergaben: 0,1975g CO, und 0,0476 g H,O. 

0,1224 g: 25,3 com N (26,5° 759 ccm). 

C,H,N,O,. Ber.: C= 53,68; H=—5,03; N= 23,46°/,. 

Gef.: C= 53,94; H—5,30; N—22,88°/,. 


1) E. Hyde, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 1813, 1899. 
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Die glatte Vergarbarkeit der freien Oxalessigséure ist héchst 
bemerkenswert; auBer den beiden Carboxylgruppen enthilt sie 
2 saure Wasserstoffatome in der Methylengruppe. 

Es ist natiirlich médglich, daB die Vergirung der Oxal- 
essigsiure iiber die Stufe der Brenztraubenséure fiihrt, die 
durch Abspaltung von 1 Mol. CO, daraus entstehen kann; 


COOH.CH,.CO.COOH = CO, + CH,.CO.COOH. 


Da Brenztraubenséure wie Oxalessigséure unter den Be- 
dingungen unserer Versuche absolut bestaindig sind, d. h. 
weder eine Spur CO, noch CH,-CHO fiir sich allein liefern, 
kann gar kein Zweifel dariiber bestehen, daB es sich nur um eine 
Wirkung der Hefe handelt. Kocht man die Hefe vorher auf, 
so bewirkt sie nicht mehr die geringste Zerlegung von Benz- 
traubenséure wie Oxalessigsaure. 

Wie friiher bereits gezeigt ist’), kann man die Vergaérung 
der beiden Saéuren vom Leben der Hefe trennen, da auch 
durch Aceton abgetitete Hefe die gleiche Spaltung bewirkt. 
Wir haben uns jetzt davon iiberzeugt, da beispielsweise bei 
der Vergirung mit Hefanol und Toluol auch der Acetaldehyd 
nachzuweisen ist. Damit ist der ganze Vorgang mit Sicherheit 
als ein enzymatischer ProzeB gekennzeichnet. 

Es handelt sich um ein neues Ferment, das wir bisher in allen 
untersuchten Hefenrassen (8 an Zahl) gefunden haben. Wir 
nennen es Carboxylase, da uns die CO,-Abspaltung die phy- 
siologisch auffallendste Eigenschaft des Enzyms zu sein scheint. 

Es liegt hier der erste Fall vor, wo eine prompte De- 
carboxylierung von Carbonsaéuren auf fermentativem 
Wege sichergestel]t ist. Denn alle bisher bekannten biologischen 
Kohlenséureabspaltungen lassen sich auf die Wirkung von 
Faulnisbakterien zuriickfiihren. 

Mit welcher Schnelligkeit die Carboxylase wirkt, 
zeigen die Experimente, die wir im Ferienheft der Berichte der 
Deutschen chemischen Gesellschaft*) beschreiben. Die- 
selben lehren, da8 die Vergirung einer 1°/,igen Brenztrauben- 
siurelésung ebenso schnell wie die einer 1°/,igen Traubenzucker- 
lésung verlauft. 


1) C. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 32, 323, 1911. 
*) Erscheint Ende September 1911. 
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Biologisch aber wohl ebenso wichtig wie die Kohlensaure- 
abspaltung durch die Carboxylase ist deren Wirkung auf die 
Salze der Brenztraubensiure und Oxalessigsiure. Denn hierbei 
entsteht, wie schon erwahnt, kohlensaures Salz, aus dem brenz- 
traubensauren Kali z. B. Kaliumcarbonat: 


2CH, .CO. COOK + H,O =2CH, .COH + CO, + K,CO,,. 


Fir die Vergirung der Salze 1aBt sich in gleicher Weise 
der enzymatische Charakter des Vorgangs dartun. Es liegt 
hier der erste Fall vor, wo auf fermentativem Wege 
aus neutrajen Salzen fixes Alkali gebildet wird. 

Es ist héchst iiberraschend, zu sehen, wie nach kurzer 
Zeit eine Lésung von brenztraubensaurem Alkali, die man mit 
etwas freier Brenztraubensiiure noch ansaiuern kann, in Be- 
rihrung mit girkraftiger Hefe stark alkalische Reaktion gegen 
Lackmus annimmt Das so gebildete Alkali ist nicht flichtig; 
als Carbonat ist es dadurch charakterisiert, da8 auf Saure- 
zusatz Aufbrausen erfolgt. 

Uber die Menge des gebildeten kohlensauren Alkalis geben 
beispielsweise folgende 2 Versuche AufschluB. 

Je 100 ccm Brenztraubensiurelésung, die mit 18,5 com 
n-KOH genau neutralisiert waren, wurden 40 Stunden mit je 
10 g Hefe D und Hefe K bei 37° in Beriihrung gelassen. Dann 
wurde ein aliquoter Teil klar abfiltriert, mit einer gemessenen 
Menge */,,-H,SO, iibersiuert und mit Lauge gegen Phenol- 
phthalein zuriicktritriert. 

So wurde beim Versuch mit Hefe D eine Alkalitat ent- 
sprechend 2,2 com n-KOH, bei dem Versuch mit Hefe K eine 
solche gleich 2,5 com n-KOH festgestellt, das heiBt rund 13°/, 
des im brenztraubensauren Kalium enthaltenen Metalls waren 
in Gestalt von freiem Alkali abgespalten. 

Wir sehen hier auf enzymatischem Wege einen Vor- 
gang verwirklicht, der als Gesamtleistung héher entwickelter 
Organismen lingst bekannt war, wie die Verbrennung der 
pflanzensauren Alkalisalze zu den entsprechenden Carbonaten’). 


1) Die Entstehung kleiner Mengen Ammoniak bei Proteolysen kann 
nicht mit der Bildung von fixem Alkali durch die Carboxylase in Pa- 
railele gesetzt werden. Denn bei der Trypsinwirkung z. B. handelt es sich 
um die sekundire Loslésung von NH, aus praiformierten Amidgruppen. 
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Es ist also klar, daB auch durch fermentative 
Prozesse die Organismen die Hydroxylionenkonzen- 
tration erhéhen kénnen. 

SchlieBlich besitzt die enzymatische Bildung eines so 
reaktionsfihigen Stoffes wie des Acetaldehyds') physiologisches 
Interesse, nicht zum mindesten deshalb, weil hier das Ferment ein 
den enzymatischen ProzeB selbst hemmendes, starkes Proto- 
plasmagift erzeugt. 

Die Untersuchung der Carboxylase wird nach verschiedenen 
Richtungen fortgesetzt. 


1) Bez. seines Kondensationsproduktes des Aldols (f -Oxybutter- 
siurealdehyds!) bei Verwendung von oxalessigsauren und brenztrauben- 
sauren Alkalisalzen 
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Uber zuckerfreie Hefegarungen. V. 
Zur Kenntnis der Carboxylase. 


Von 
C. Neuberg und L. Karezag. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiologischen Instituts der 
Kgl. Landwirtschaftlichen Hochschule, Berlin.) 


Die Wirkungsweise der Hefencarboxylase') beruht auf 
einer Abspaltung von Kohlendioxyd. Am eingehendsten ist 
bisher ihr Verhalten zur Brenztraubensaure (I) und Oxal- 
essigsdure (II) untersucht, die durch das Enzym in CO, und 
Acetaldehyd gespalten werden: 

I. CH,.CO.COOH=CO, + CH,.COH. 

II. COOH .CH,.CO.COOH = 2C0, + CH,.COH. 

Nachdem die chemische Seite der Carboxylasewirkung auf- 
geklart war, konnten mit Erfolg die Untersuchungen iiber Vor- 
kommen und Eigentiimlichkeiten des Fermentes vervollstandigt 
werden. 

Verbreitung der Carboxylase. 

Aus den friiheren Versuchen von Neuberg und Tir mit 
brenztraubensaurem Kalium geht bereits hervor, da8 alle in 
dieser Richtung gepriiften Heferassen eine Vergaérung des Salzes 
zu Wege bringen. 

Auch die freie Brenztraubensaéure wird von fast allen Hefen 
gespalten, wenn etwa 12 ccm einer 1°/,igen Lésung mit 2 g 
der betreffenden Hefe in Beriihrung kommen. 

Als wirksam erwiesen sich die Reinzuchthefen*) D, K, M, 
II, XII, ferner verschiedene PreBhefen des Handels sowie das 


1) Da Carboxylasen vielleicht auch an anderen Orten vorkommen, 
ist das Enzym der Hefe als Hefencarboxylase zu bezeichnen. 

*) Wir verdanken dieselben dem Entgegenkommen des Instituts 
fiir Garungsgewerbe in Berlin. 
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Acetondauerpraparat Hefanol; mit einer Hefe B, die brenz- 
traubensaure Salze glatt zerlegte, trat nur spiarliche Vergaérung 
von freier Brenztraubensaure ein. 

Oxalessigséure wurde in freiem Zustande ebenfalls von 
allen darauf untersuchten Hefen angegriffen, auch von der Hefe 
B; ebenso verhielt sich ihr saures Kaliumsalz. 


Schnelligkeit der Carboxylasewirkung. 

Die friiheren Versuche mit den Alkalisalzen der Brenz- 
traubensaure haben zu einer nicht ganz zutreffenden Anschauung 
von den zeitlichen Verhaltnissen bei der Carboxylasewirkung 
gefiihrt. 

Die Kurve der Gasentwicklung zeigt einen solchen Verlauf, 
daB eine gewisse Inkubationszeit daraus hervorzugehen schien. 

Die Beobachtung an sich ist vdllig richtig, findet jedoch 
eine rein chemische Erklarung. 

Wie in der voraufgehenden Mitteilung gezeigt worden ist"), 
liefern die neutralen brenztraubensauren Salze Carbonat; so ergibt 
das meist von uns benutzte Kaliumsalz kohlensaures Kalium: 

2CH,.CO.COOK ++-H,O = 2CH, .COH -++- CO, +- K,CO,. 

Es ist selbstverstandlich, daB zunachst alle neben dem 
Kaliumcarbonat entwickelte Kohlenséure auch bei Brutschrank- 
temperatur als Bicarbonat gebunden und in Lésung gehalten 
wird. Erst allmahlich erfolgt die Dissoziation des Kalium- 
bicarbonates unter Gasentwicklung. Dieses Verhalten muBte 
daher eine Inkubationszeit vortéuschen, solange die enzymatische 
Carbonatbildung*) noch nicht erkannt war. 

Stellt man die Versuche jedoch mit freier Brenztrauben- 
siure oder freier Oxalessigsiure an, so fallt die Méglichkeit 
einer Bindung von CO, fort, und die Giarung setzt nach 
wenigen Minuten ohne Verzug ein, ganz wie bei einer Garung 
von Traubenzucker. 

Folgende einfache Versuchsanordnung gibt iiber die Ge- 
schwindigkeit der Reaktion und zugleich iiber die Garungs- 
produkte AufschluB. Sie gestattet zugleich, die Erscheinung 
im Verlaufe einer Vorlesung einem gréBeren Zuschauer- 
kreise sichtbar zu machen. 

1) 5. 8. 69. 

*) a. S. 73. 
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Man stellt 1°/,ige Lésungen von Brenztraubenséure und 
Oxalessigsiure her. In einem Reagensglase werden etwa 12 com 
einer solchen 1°/,igen Lésung mit 2 g Hefe griindlich durch- 
geschiittelt und sofort in eine der iiblichen Garungsréhren nach 
Schrétter gefiillt, deren lange Schenkel ca. 10 ccm fassen. 
Um ein starkeres Zuriicksinken der Hefe in den offenen kurzen 
Schenkel zu vermeiden, empfiehit sich, einige Tropfen Queck- 
silber als Sperrfliissigkeit einzufiillen. Zur Kontrolle wird ein 
Versuch mit Hefe in Leitungswasser oder in m-Chlornatrium- 
lésung angesetzt. Sehr instruktiv ist es auch, gleichzeitig eine 
Garprobe mit 1°/,iger Traubenzuckerlésung vorzunehmen. Saémt- 
liche Garréhrchen, deren Fiillung keine 5 Minuten in Anspruch 
nimmt, werden alsdann am offenen Schenkel mit einem auf- 
warts gerichteten Glasrohr durch Schlauchverbindung versehen 
und alle gleichseitig in ein breites Recherglas versenkt, das mit 
Wasser von 38 bis 40° gefiillt ist. Die erwaihnten, am offenen 
Schenkel angebrachten Glasréhren miissen iiber die Wasser- 
oberflache reichen. Mit einem Sparbrenner kann man leicht 
die Temperatur auf 38 bis 40° erhalten. 

Nach 5 Minuten bemerkt man in den Réhrchen mit Brenz- 
traubenséure, Oxalessigsiure und Traubenzucker lebhafte Ent- 
wicklung kleiner Gasblasen. Nach 20 bis 25 Minuten ist das 
Réhrchen mit Brenztraubensiure zu ca. */,, das mit Oxalessig- 
siure etwa zur Halfte ausgegoren. Die Kontrollprobe mit Trauben- 
zuckerlésung lehrt, da8 die Garung von Brenztraubensaure eine 
recht betrachtliche ist und nicht hinter der von Glucose 
zuriickbleibt, wahrend die von Oxalessigsiure etwas schwiacher 
ist. In dem Réhrchen mit Hefe und Wasser oder m-Chlor- 
natriumlésung findet man lediglich die iibliche Luftblase, her- 
riihrend von der in der Hefe eingeschlossenen Luft. 

Natiirlich kann man den ganzen Garungsvorgang im Pro- 
jektionsbilde beobachten, da das Becherglas mit den darin 
versenkten Garréhrchen ja vdéllig durchsichtig ist. Man sieht 
dann die Gasentwicklung in den giarenden Filiissigkeiten be- 
sonders schén. 

Fillt man die Réhrchen mit Brenztraubensaiure und Oxal- 
essigsiure allein bzw. mit diesen Substanzen und aufgekochter 
Hefe, so tritt nicht die geringste Gasentwicklung ein. Dadurch 
ist der Vorgang als eine Wirkung der Hefe gekennzeichnet. 
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Auch die Produkte, die aus Brenztraubensaure und Oxal- 
essigsiure entstehen, lassen sich nach 20 Minuten mit voller 
Deutlichkeit nachweisen. Man nimmt die Giarréhrchen aus 
dem Becherglase und entfernt das aufgesetzte Glasréhrchen 
vom offenen Schenkel. Die im letzten angesammelte Fliissigkeit 
saugt man mit einer Pipette auf und gewahrt dabei bereits 
starken Aldehydgeruch. Zum Nachweise des entstandenen Acet- 
aldehyds kann man die kleine, durch Hefe getriibte Fliissig- 
keitsmenge nach Zusatz von 5 com Wasser aus einem Kélbchen 
destillieren. In der iibergegangenen, intensiv nach Acetaldehyd 
riechenden Fliissigkeit kann man diesen mit allen bekannten 
Reaktionen nachweisen, oft sogar mit einer klar filtrierten L6- 
sung von essigsaurem p-Nitrophenyihydrazin als krystallinisches 
Derivat isolieren’). Noch einfacher ist es, das dem offenen 
Schenkel entnommene Gargut mit 5 com Wasser zu verdiinnen, 
mit 2 ccm kolloidalem Eisenhydroxyd zu klaéren und zu filtrieren. 
In der farblosen Fliissigkeit erhalt man dann eine enorme Acet- 
aldehydreaktion nach Rimini, d. h. auf Zusatz einiger Tropfen 
kalt gesittigter Nitroprussidnatriumlésung und von _ etwas 
5°/,igem Diathylamin eine intensive Blaufarbung. Die Reaktion 
ist streng beweisend fiir Acetaldehyd. 

Das zweite von der Hefe erzeugte Reaktionsprodukt ist das 
im geschlossenen Schenkel der Garréhrchen angesammelte Gas. 
Dasselbe ist reines Kohlendioxyd. Bringt man in den langen 
Schenkel etwas Kalilauge, so wird das Gas heftig und vollstandig 
absorbiert (bis auf ein minimales, aus Luft bestehendes Blaschen.) 

Nach den obigen Ausfiihrungen kénnte man erwarten, in 
garenden Lésungen von brenztraubensauren und oxalessigsauren 
Alkalien viel weniger gasférmiges Kohlendioxyd zu finden als 
bei Verwendung der freien Séuren. Das ist jedoch nicht der 
Fall, wenn man die Versuche auf 12 bis 24 Stunden ausdehnt?’). 
Denn wegen der Acetaldehydbildung kommt der GarprozeB bei 
den freien Saéuren schneller zum Stillstand als bei den Salzen, 
wo der Acetaldehyd durch das gleichzeitig gebildete Alkali in 





1) Vgl. S. 72. 

*) Auch in kiirzerer Zeit kann man die Entstehung gréBerer Mengen 
CO, aus brenztraubensauren Salzen dartun, wenn man in das Garréhrchen 
etwas HCl einbringt. Es findet dann infolge Zerlegung des gebildeten 
Carbonats Aufschiumen unter Gasentwicklung statt. 
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weniger giftige Produkte umgewandelt und wo dadurch der 
Garungsvorgang langer im Gang gehalten wird. 


Empfindlichkeit der Carboxylase. 

Friiher ist bereits von uns gezeigt worden, daB die Vergarung der 
brenztraubensauren Salze unabhaingig vom Leben der Hefe auch 
mit Acetondauerhefen in Gegenwart von Antisepticis gelingt. 

Wir haben jetzt auch das Verhalten der freien Brenz- 
traubensiure gegen abgetitete Hefe gepriift. 

Aus der folgenden Tabelle geht hervor, daB die Carboxylase 
gegen freie Saure offenbar viel empfindlicher ist als gegen Salze 
der Brenztraubensiure. Das trifft sowohl fiir die Carboxylase 
der Acetondauerhefen wie fiir die durch Chloroform oder Toluol 
abgetéteten frischen Hefen selber zu. Nur mit Hefanol in 
Gegenwart von Toluol ist es uns bisher gelungen, freie Brenz- 
traubensdure zu vergéren, wahrend die brenztraubensauren Salze 
damit wie auch mit den durch Toluol oder Chloroform ge- 
schadigten frischen Hefen in Garung geraten. 


Tabelle. 


Freie Brenztraubensa&ure (1°%/,). 











Kubikzentimeter CO, nach 


Hefen*) 
6 Std. | 18 Std. | 24 Std. | 36 Std. 




















Hefe D und Chloroform . . 0 0 | 0 Spur 
ate Gee ‘ 0 0 0 0 
= » Chloroform . 0 eA ree pty Or 
a 0 ie le ak 

Hefanol , Chloroform . . 0 0 0 0 

he » Toluol 1 6 6 8 
Brenztraubensaures Kalium (1°/,). 

Hefe D und Chloroform . . 1 45 5 | 7 
« » » webeel ae 2 4 ae ae 
» K , Chloroform . l 2,5 3 4 
‘ert wr ee 1,5 3 + 7,5 

Hefanol , Chloroform . 15 3 3 8 

. 6. ES on - %- 2,5 3 8 8,5 

Zymin , Chloroform .. 0 0,5 2 2 

‘“ » Toluol 2 | 5 7 9 





1) Die Hefen D und K sowie Hefanol zeigten fiir sich allein auch 
bei Gegenwart von Chloroform und Toluol durchgehends deutliche 
Selbstgirung und lieferten 1 bis 2 com Gas; nach Zusatz von Brenz- 
traubensiure oder ihrem Kaliumsalz wird dagegen die Selbstgirung sehr 
herabgedriickt, ja fast ganz aufgehoben, wie wir es auch bei den Hefen 
ohne Zusatz von Antisepticis (s. 8. 61 bis 65) beobachtet haben. 
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Da8 die Carboxylase in der durch Chloroform und Toluol 
abgetéteten Hefe freie Brenztraubensaure nicht, wohl aber deren 
Salze vergart, kann verschiedene Griinde haben. Einmal erfahren 
viele Enzyme durch Antiseptica Schadigungen, und man kénnte 
sich vorstellen, daB eine weitere Beeintrachtigung durch die fiir 
die Carboxylase nicht ganz gleichgiiltige freie Brenztraubensadure 
ausreicht, um die Girung dann vdllig zu unterdriicken. Ferner 
aber kénnen durch die Behandlung mit CHCl,, C,H,.CH, usw. 
die physikalisch-chemischen Zustiinde der Hefezellen derart ge- 
aindert worden sein, da8 das Enzym nur noch mit den Salzen, 
nicht aber mit der freien Brenztraubenséure in mechanische 
Beriihrung zu treten vermag. 


Stellung der Carboxylase zu anderen Hefeenzymen. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich und vorher ausgefiihrt ist, 
werden die brenztraubensauren Salze durch die frischen Hefen 
bei Gegenwart von Toluol oder Chloroform vergoren. Unter 
solchen Bedingungen wirken auch die Invertase und Maltase 
der Hefen, wahrend die Zymase bekanntlich erst nach Zell- 
zertriimmerung in Aktion tritt und durch Chloroform oder 
Toluol in den frischen Hefen vdllig in ihrer Entfaltung gehemmt 
wird. Dadurch ist die Carboxylase also scharf') von der Zymase 
unterschieden. 


1) Versuche mit wisserigen Hefenausziigen haben bisher keine deut- 


liche Carboxylasewirkung erkennen lassen; sie sollen jedoch wie solche 
mit PreBsaft wieder aufgenommen werden. 
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Ernahrong von grinen Pflanzen mit Formaldehyd 
und formaldehydabspaltenden Substanzen. 


Von 
Th. Bokorny. 


(Hingegangen am 31. Juli 1911.) 


Der Formaldehyd steht im Mittelpunkt des physiologischen 
Interesses. Er ist nach A. v. Baeyer das Zwischenglied bei der 
Assimilation der Kohlenséure durch griine Pflanzen, diesem 
fundamentalen, das ganze organische Leben begriindenden 
Vorgange. 

Die Ernahrung von Pflanzen mit freiem Formaldehyd, 
die nach jener Hypothese zunichst versucht werden muB, 
scheitert haufig an der Giftigkeit des Stoffes; er wirkt noch 
bei groBen Verdiinnungen schidlich. Einige Belege hierfiir, 
wie sie sich bei Ernahrungsversuchen mit Formaldehyd ergeben 
haben, seien hier angefiihrt. 

Es wurden abgeschnittene Pflanzenteile mit der Schnitt- 
fliche in 0,1°/,ige Formaldehydlésung gesteckt und dann be- 
obachtet. 

Ein Blatt von Sellerie (Apium graveolens) wurde bei 3tagigem 
Stehen in 0,1°/,iger Formaldehydlésung véllig welk und miBfarbig. Da 
hier nur die Blattstielbasis eingetaucht war, so kann an eine Konzen- 
tration des Formaldehyds durch Transpiration des Blattes gedacht 
werden, freilich nur dann, wenn die aufgenommene Fliissigkeitsmenge 
erheblich gréBer war als das Gewicht des Blattes. Allein die verbrauchte 
Lésung betrug nur 1 com. Somit war im ganzen Blatt nur 1 mg Form- 
aldehyd aufgenommen worden. Da das Blatt 0,8 g wog, so erreichte 
die Formaldehydkonzentration ca. 1:800, d. i. 0,125°/,. Die Kon- 
zentration des Formaldehyds war demnach nur wenig gréBer innerhalb 
des Blattes, Man kann also sagen, daB 0,1°/, Formaldehyd fir das 
Blatt von Apium graveolens tédlich ist. 

Vom Schnittlauch (Allium Schénoprasum) wurden Blatter in 


0,1°/,iger Formaldehydlésung so tief eingetaucht, daB eine Verdunstung 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 7 











* 





84 Th. Bokorny: 


und somit Konzentrierung ausgeschlossen war. Trotzdem also das Gift 
keinesfalls in stirkerer Lisung als 0,1°/, innerhalb des Blattes sich be- 
finden konnte, nahmen die Blatter doch binnen 3 Tagen ein schlaffes 
und bleiches Aussehen an, es waren also die Gewebe durch die Ein- 
wirkung von 0,1°/,igem Formaldehyd abgestorben. Bei einem Kontroll- 
versuch, der mit reinem Wasser (ohne CH,O) in derselben Weise an- 
gestellt war, blieben die Blatter ganz gesund. 

Eine kleine Blattrosette vom Rapunzel (Valerianella), namlich 
0,45 g, wurde mit der Basis in 0,1°/, Formaldehyd gesetzt ; zur Kontrolle 
kam ein weiterer SproB von gleicher Gréfe in reines Wasser. Nach 
3 Tagen zeigten sich in ersterem Falle alle Blatter verwelkt und ver- 
firbt, in letzterem alle noch frisch. Das aufgesaugte Fliissigkeitsquantum 
betrug in ersterem Falle 1,5 ccm, in letzterem 4 com. Also war auch 
die Wasserleitung durch die Formaldehydeinwirkung gestért worden. 
Die giftige Wirkung von 0,1°/, Formaldehyd ist somit evident. 

Die Petersilie (Petroselinum sativum) hat ein sehr zartes und stark 
verzweigtes Blatt, das betrichtliche Transpiration aufweist. Trotzdem 
verbrauchte ein junges Blatt von 10 cm Lange und 0,45 g Gewicht 
binnen 3 Tagen nur 1,5 com Fliissigkeit, als es in 0,1°/,igem Formaldehyd 
mit dem frisch unter Wasser abgeschnittenen Blattstiel gesetzt wurde. 
Das ebenso groBe Kontrollblatt mit reinem Wasser hatte 5 com Wasser 
verbraucht. Letzteres blieb ganz gesund, ersteres wurde welk und miB- 
farbig, erholte sich auch spiter nicht mehr und zeigte deutliche Absterbe- 
erscheinungen. 

Um nun noch starkere Verdiinnungen des Formaldehyds 
als 0,1°/, auszuprobieren, brachte ich Spirogyren in a) reines 
Wasser mit einer Spur von Mineralsalzen; b) Wasser, dem 
Formaldehyd im Verhaltnis 1:20000 und auSerdem eine Spur 
von Mineralsalzen zugesetzt worden war; c) Wasser mit Form- 
aldehyd nur im Verhaltnis 1:50000 versetzt, dazu noch mit 
geringer Menge von Mineralsalzen. Als Mineralnahrung wurde 
in allen 3 Fallen Monokaliumphosphat, Calciumnitrat und Mag- 
nesiumsulfat verwendet. Nach 12 Stunden zeigte sich nun ein 
recht merkwiirdiger und auffallender Unterschied an den in 
gutem Lichte gestandenen 3 Proben. Bei a) waren die Algen 
an die Oberfliche emporgestiegen und schlossen zahlreiche 
Luftblasen (Sauerstoff) ein, bei b) und c) verharrten sie am 
Boden der glisernen KulturgefaéBe und schlossen kein einziges 
Luftblischen ein, trotzdem sie in gutem Lichte gestanden 
hatten und auch Kohlenséure genug zur Verfiigung hatten (die 
Kulturfliissigkeit war mit abgestandenem Wasser hergestellt und 
in groBer Menge zugegeben worden; etwa 0,1 g Algen trafen 
auf 250 ccm). Die Assimilationstitigkeit wird also schon durch 
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Formaldehyd von 1:20000, ja sogar durch 1:50000 gehindert! 
Wie soll da eine nachweisbare Menge von Formaldehyd sich 
ansammeln kénnen? Die Pflanze wiirde sich selbst schadigen, 
wenn sie nicht die entstandenen CH,O-Molekeln sogleich weiter 
verwenden und umwandeln wiirde. 

Auch bei Versuchen an Bakterien machte ich mit 
Formaldehyd aéhnliche Erfahrungen. Derselbe ist noch in groBer 
Verdiinnung schadlich. Ernaéhrungsversuche mit Formaldehyd als 
Kohlenstoffquelle gelingen deshalb nicht. Erst als ich Salmiak als 
Stickstoffquelle verwandte, erhielt ich mit Formaldehydlésungen 
von 1:5000, ferner 1:10000 und 1:20000 Bakterienvegetation. 
Nach 8 Tagen war in allen drei Fallen deutliche Triibung in 
der Niahrlésung vorhanden, die bei Lésung 1:5000 allmahlich 
stirker wurde und zu erheblichem Bodensatz fiihrte. Nach 
O. Loew tritt in solcher salmiakhaltiger Nahrlésung Bildung 
von Hexamethylenamin ein, welch letzteres dann ernahrt. 
Dieser Forscher erhielt mit Hexamethylenamin an Bakterien 
positives Resultat; freilich erst nach langer Zeit. Es wuchs 
eine in gréBeren Massen rotlich erscheinende Bakterienart. 

Meine Versuche mit Formaldehyd an Algen fiihrten 
zunachst also zu einem negativen Resultat. Schon bei einer 
Verdiinnung von 1:20000, d. i. 0,005°/,, machte sich eine schad- 
liche Wirkung geltend. Spirogyren starben in solchen Lésungen 
binnen wenigen Tagen ab. Erst wenn die Verdiinnung auf 
1:50000 gesteigert wird, bleiben Spirogyren in solchen Lésungen 
langere Zeit am Leben, wenn auch die Assimilation leidet. 

Deshalb hielt ich es langere Zeit fiir unméglich, Spirogyren 
mit freiem Formaldehyd zu ernihren. 

Indes gelang die Ernaihrung von Algen mit freiem 
Formaldehyd doch noch, als ich den Spirogyren gas- 
férmigen Formaldehyd in kleiner Menge stetig zu- 
fiihrte. Die Spirogyren waren dabei weder der Gefahr der 
Vergiftung ausgesetzt, noch muBte die Ernahrung infolge zu 
geringer Zufuhr von Formaldehyd zu den Zellen ohne sicht- 
baren Erfolg bleiben. 

Es wurde aus reinem arsenfreiem Zink und 11 reiner ver- 
diinnter Schwefelsiure, die durch Auskochen luftfrei gemacht 
worden war, unter Zusatz einiger Kubikzentimeter 40°/, igen 
Formaldehyds Wasserstofigas entwickelt, das dann natiirlich 
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immer kleine Quantitéten Formaldehyd in Gasform mit sich 
fiihrte. In der vorgelegten Waschflasche, die ebenfalls aus- 
gekochtes Wasser enthielt, wurde selbstverstindlich ein be- 
trichtlicher Teil des Formaldehyddampfes absorbiert, so daB 
nur minimale Quantitéten Formaldehyd mit jeder Gasblase in 
das die Spirogyren enthaltende Glas-Flaischchen gelangte. Auf 
diese Weise gelang es, binnen 3 Tagen bei abwechselnd guter und 
schlechter Beleuchtung eine betrachtliche Anhaéufung von Starke 
in den zuerst entstérkt gewesenen Spirogyren zu erzielen. Die 
Zellen machten dabei den Eindruck vélliger Gesundheit, der 
Zellkern zeigte keine Stérung, das Chlorophyliband war reich 
gezackt und von rein griiner Farbe. Mit Jodlésung ergab sich 
an den Stirkeherden eine betrichtliche Blauschwarzfarbung; 
die Starkekérnchen an demselben hatten schon eine ziemliche 
GréBe erreicht. Also kénnen Spyrogyren aus freiem 
Formaldehyd Starke bilden. 

Ubrigens konnte ich mich bei weiteren Versuchen davon 
iiberzeugen, da8 selbst ruhiges Liegen in einer sehr ver- 
diinnten Formaldehydlésung, wenn es nur lange genug 
dauert, doch zu einem reichlichen Starkeansatz in Spiro- 
gyren fiihrt. 

Spirogyren, die im Herbst gesammelt worden waren und den 
Winter iiber in einem Raume mit 3 bis 10° C am Fenster in einer sehr 
verdiinnten Mineralsalzlésung verweilt hatten, wurden zunichst durch 
Zusatz von 0,1°/, Calciumnitrat und Dunkelstellen entstérkt, dann zu 
den Formaldehydversuchen verwendet. In einer Lésung von 0,001°/, 
Formaldehyd + 0,02°/, Monokaliumphosphat ++ 0,01°/, Calciumnitrat 
-+- 0,005°/, Magnesiumsulfat setzten die entstirkten Spirogyren binnen 
9 Tagen sebr reichlich Starke an. Mit Jodlésung fairbte sich das Plasma 
so intensiv blauschwarz, daB eine Unterscheidung nicht blauer Stellen 
haufig nicht mehr méglich war. Bei einem gleichzeitig und unter den- 
selben Bedingungen aufgestellten Kontrollversuch ohne Form- 
aldehyd zeigten sich Hungererscheinungen. Die Spirogyren hatten sich 
zu parallelen Biindeln vereinigt; unter dem Mikroskop erwiesen sich die 
Zellen als vollkommen stirkefrei; auch die Jodprobe lieB nirgends 
Starke erkennen. Der Gegensatz war also so stark wie nur méglich. 

Macht man denselben Versuch bei Lichtzutritt, so ergibt 
sich, trotzdem nun Kohlenséureassimilation méglich ist, doch 
ein deutlicher Unterschied zugunsten der Formaldehyd - Algen. 
Letztere erweisen sich nach 9 Tagen als iiberreich an Starke, 
die des Kontrollversuchs als maBig stirkefiihrend. 
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Die genannten Algen (Spirogyren) geben also, mit 0,001°/, 
Formaldehyd ernaéhrt, einen sehr kraftigen positiven Erfolg; es 
tritt sehr reichliche Starkebildung ein (Verf. im Arch. f. d. ges. 
Physiol. 128, 568). 

Freilich ist damit noch nicht der quantitative Nachweis 
der Formaldehydernaéhrung erbracht; man kann immer noch 
sagen, daB der Starkeansatz durch einen Reiz erfolgt sei. 

Ich stelite darum noch folgenden Versuch an: Eine Spirogyren- 
kultur, die wahrend des Winters unter Zusatz von 0,3°/, Calciumchlorid 
{damit halten sich nach O. Loew Spirogyren langere Zeit lebend, auch 
wenn sie in gréBerer Menge in die Lésung gesetzt werden, wahrend sie 
sonst leicht ersticken und den Bakterien anheimfallen) an einem Fenster 
im kalten Raum von 2 bis 8° C gestanden hatte, wurde nun (6. April 1911) 
zur Entstirkung ins Dunkle gebracht, unter AbgieBen der friiheren 
Lésung und Zusatz von 0,1°/,iger Calciumnitratlésung. Nach 4 Tagen 
war fast voéllige Entetarkung eingetreten; die Temperatur des Zimmers 
betrug in dieser Zeit 10 bis 18° C, 

Nun wurde die Algenmenge herausgenommen und mit FlieSpapier 
gut abgetrocknet, dann in 2 Hilften von je 4 g geteilt. Die eine Portion 
wurde in gewdhnliche mineralische Niahriésung (0,02°/, Bittersalz, 
0,03°/, Calciumnitrat, 0,05°/, Monokaliumphosphat), die andere in eben- 
solche Lésung, aber mit Zusatz von 0,001°/, Formaldehyd gebracht. 
Die angewandte Niahrlésung betrug in beiden Fillen 41. Beide 
Kulturen wurden im Dunkeln und bei einer Temperatur von 8 bis 18° C 
aufgestellt. 

Nach 9 Tagen zeigte sich bereits ein auLerlicher erheblicher Unter- 
schied zugunsten der Formaldehydkultur; letztere war kraftig ent- 
wickelt, die Kontrollkultur verkiimmert. 

Nach weiteren 9 Tagen, also im ganzen 18 Tagen, zeigte sich die 
Formaldehyd enthaltende Nahbrlésung triibe, es war also Nahrstoff zur 
Ernihrung von Bakterien ausgetreten; der Formaldehyd hatte also 
schlieBlich doch schiadlich gewirkt. 

Trotzdem ergab die Trockensubstanzbestimmung bei dem Form- 
aldehydversuch 0,32 g; beim Kontrollversuch 0,30 g. 

Der Versuch kann zugunsten der Formaldehydernahrung gedeutet 
werden. 


Meine Versuche mit freiem Formaldehyd an Bliten- 
pflanzen. Zunichst wurde die Einwirkung von Formaldehyd 
auf Keimlinge ausprobiert. Die Experimente wurden mit oder 
ohne Ausschlu8 des Lichtes unter einer Glasglocke vorgenommen, 
die mit 30°/,iger Natronlauge gesperrt war, d.h. in diese mit 
ihrem Rande eintauchte. Zu der Natronlauge war Formaldehyd 
gesetzt, und zwar entweder 10°/, oder 2,5°/,, oder 0,5°/, oder 











+ ete ANNA at ety lar gai nate ph toes pi 





88 Th. Bokorny: 


0,26°/, oder 0,1°/,. Kontrollversuche ohne Formaldebyd gingen 
nebenher. 10°/, und 2,5°/, Formaldehyd erwiesen sich als 
zu viel, die Keimlinge der Gartenkresse gingen dabei binnen 
3 bzw. 5 Tagen zugrunde. Offenbar war aus diesen Lésungen 
zu viel Formaldehyd verdunstet und in die Luft unter 
der Glasglocke iibergegangen. Sogar bei 0,5°/, Formaldehyd 
zeigte sich noch eine nachteilige Einwirkung, indem die Form- 
aldehydkeimlinge sich viel langsamer entwickelten als die Kontroll- 
keimlinge. Nach 7 Tagen waren beim Kontrollversuch fast 
alle Kressenkeimlinge bis zur Héhe von ca. 2 cm iiber die 
Gaze emporgewachsen, beim Formaldehydversuch erhoben sich 
nur etwa 5°/, der Keimlinge iiber die Gazeunterlage und diese 
nur etwa lem hoch. Diese letzteren lebten dann aber be- 
trichtlich linger unter der Glasglocke weiter als die des 
Kontrollversuchs. Bei letzteren waren nach 3 Wochen alle 
abgestorben, beim Formaldehydversuch waren noch nach 
4 Wochen jene kraftigeren Individuen am Leben und hatten 
inzwischen wie die Kontrollpflanzen eine Lange von 8 bis 10 cm 
erreicht, ihr Aussehen war vdollig normal, die mikroskopische 
Untersuchung zeigte kraftige wohlernahrte Zellen. 

Erst als ein Zusatz von nur 0,1°/, Formaldehyd zur 
Natronlauge gemacht wurde, entwickelten sich die Formaldehyd- 
keimlinge durchaus normal. Der Versuch ergab sogar einen 
Ausschlag zugunsten des Formaldehyds, indem die Formaldehyd- 
keimlinge unter der Glasglocke eine langere Lebensdauer 
hatten als die des Kontrollversuchs unter der formaldehyd- 
freien Glasglocke. 

Auch Bliitenpflanzen wurden vom Verf. mit freiem 
Formaldehyd ernahrt. 

Es wurden zunichst Topfpflanzen von Phaseolus multiflorus, 
ferner von Vicia faba und einigen anderen Pflanzen mehrere Monate 
hindurch regelmaBig mit formaldehydhaltiger Nahrlésung begossen, doch 
ohne entschiedenen Erfolg, was wohl zweifellos auf die groBe Verdiinnung 
des Formaldehyds zuriickgefiihrt werden muB, die infolge der Vergif- 
tungegefahr eingehalten wugde. Die Zufuhr von Formaldehyd war im 
ganzen so gering (es muBten bei Verdiinnung 1:100000 100000 ccm d. i. 
100 | Wasser zum GieBen eines Topfes verwendet werden, bis 1 g 
Formaldehyd zugefiihrt war), daB eine Praeponderanz gegeniiber den 
Pflanzen mit bloBer Kohlensiureassimilation nicht auftreten konnte. Die 
Kohlensiureassimilation geht bei gutem Licht (die Topfpflanzen standen 
im Freien) so ausgiebig vor sich, die Pflanzen sind so auf diese Synthese 
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eingeiibt, daB nur eine sehr ausgiebige organische Ernihrung daneben in 
Betracht kommen kann. 

Da ich bei Phaseolus multiflorus bemerkte, daB sogar BegieBen 
mit 0,01°/, freiem Formaldehyd ertragen wurde, stellte ich einige 
Wasserkulturen mit dieser Verdiinnung an; der Enderfolg nach einigen 
Monaten war aber kein hervorragender, trotzdem die Formaldehyd- 
pflanzen gegeniiber den Kontrollpfianzen anfangs einen Vorsprung zu 
haben schienen. 


Ernaihrung mit formaldehydabspaltenden Substanzen. 


Die Giftigkeit des freien Formaldehyds fiihrte schon vor 
langerer Zeit O. Loew und Verf. zu Versuchen iiber die er- 
néhrende Wirkung von formaldehydabspaltenden Substanzen, 
und zwar mit Erfolg. Solche Versuche wurden vom Verf. 
dann unter strengem Kohlensiure-Ausschlu8 an Algen, teils 
mit teils ohne Lichtzutritt angestellt, und zwar mit positivem 
Erfolge. In neuester Zeit stellte Verfasser auch Versuche iiber 
Ernabhrung von Bliitenpflanzen mit formaldehydabspaltenden 
Substanzen an. 

Ob und in welchem Grade diese Substanzen giftig wirken, 
wurde natiirlich zuerst ausprobiert, um die anwendbaren Ver- 
diinnungen herauszufinden. Sie zeigten sich derart unschiadlich, 
da® starke Konzentrationen wie bei andern langst aus- 
probierten organischen Nahrstoffen zur Anwendung kommen 
konnten. 

Bei einem der formaidehydabspaltenden Stoffe muBte durch 
die Spaltung eine giftige Substanz frei werden; diese muBte 
durch einen weiteren Zusatz unschadlich gemacht werden (siehe 
formaldehydschwefligsaures Natron). 


Versuche mit Methylal. 


Methylal ist ein fliissiger farbloser organischer Stoff, der 
leicht in Formaldehyd und Methylalkol zerfallt. Es ist wohl 
anzunehmen, daB derselbe innerhalb der Pflanze ebenfalls ge- 
spalten wird. Mit Schwefelsiure spaltet sich Methylal unter 
Wasseraufnahme in Formaldehyd und Methylalkohol: 

O.CH, 
H,C -+ H,O = H,CO + 2CH,0. 
0.CH, 


Vielleicht bewirkt der Chlorophyllapparat eine ahuoliche Zer- 
legung. 
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In diesem Sinne traten O. Loew und Verf. im Jahre 1887 
(Chem. physiol. Studien iiber Algen, Journ. f. pr. Chem. neue 
Folge 36) an die Versuche mit Methylal heran. Wir suchten 
festzustellen, wie lange entstarkte Spirogyren in einer 0,1°/, igen 
Methylallésung im Dunkeln ihr Leben fristen kénnen. 

Eine Portion entstarkter Spirogyra nitida wurde in zwei Teile ge- 
teilt; der eine wurde in bloBes Quellwasser gelegt, der andere in 
0,1°/,ige Lésung von Methylal; beide Proben wurden im Dunkeln 
stehen gelassen. Im reinen Quellwasser starben die Algen zum gréBten 
Teil nach 3 Tagen schon ab; in Methylal blieben sie 3 Wochen lang 
lebendig, hatten aber keine Starke gebildet. Als zu dieser Zeit die 
Chlorophyllbander etwas abgemagert erschienen, so daB baldiger Tod 
der Zellen zu erwarten war, brachten wir sie mit etwas kohlensiure- 
haltigem Wasser ins Licht zuriick, wo sie schon am nachsten Tage 
wieder ein normales Aussehen gewannen und frische Starke bildeten. 
Diese Versuche wurden 2mal mit demselben Erfolge wiederholt. Das 
erhaltene Resultat beweist nicht nur die Unschiadlichkeit des Methylals, 
sondern macht auch wahrscheinlich, daB dasselbe ernahrend wirkt. 

Noch giinstiger als bei Spirogyra erwies sich die Methylalernihrung 
bei Vaucheria, indem die Schliuche derselben zahlreiche neue Sprosse 
trieben, wenn sie in 0,2 pro Mille Methylallésung mehrere Tage ver- 
weilten, wahrend ihr Wachstum in bloBem Wasser nur héchst unbe- 
deutend war. Sogar 1°/,ige Methylalléisung wurde von Vaucheria 
mehrere Tage lang ertragen, wibrend dieselbe Pflanze in einer 0,05°/, igen 
Lésung von Formaldehyd bald unter Contraction und Zusammen- 
flieBen der Chlorophyllkérper abstarb. Um das Wachstum der Spiro- 
gyren in Methylal zu beurteilen, wurde ein 6 cm langer Faden ent- 
stérkter Spir. maxima in 300 ccm einer 0,1°/,igen Methylallésung 
4 Tage lang im Dunkeln belassen; die Lange betrug hernach 8 cm; bei 
einem Kontrollversuch mit bloBem Quellwasser wuchs ein 6 cm langer 
Faden nur auf 6,9cm. Die Neubildung von Cellulose scheint also auf 
Kosten des Methylals vor sich gehen zu kénnen. 

Falls Starkeneubildung im Chlorophyllband stattfindet, sind 2 Fille 
méglich: Entweder die Cellulosebildung aus der entstandenen Starke und 
der sonstige Verbrauch der letzteren erfolgt rascher als die Starkebildung 
aus Methylal, oder sie erfolgt langsamer; nur in letzterem Fall darf man 
erwarten, daB der Stairkenachweis gelingt. Bei den ersten von O. Loew 
und Verf. mit Methylal angestellten Versuchen (a. a.0O., 8. 200) gelang 
es nun zunichst noch nicht, einen Starkeansatz mit Jod nachzuweisen. 


Die Konzentration des Methylals kann 0,1 bis 0,5°/, be- 
tragen; in 0,1 bis 0,5°/,iger Methylallésung gedeihen z. B. Spiro- 
gyren sehr gut; erheblich starkere Konzentrationen kénnen 
freilich auch hier von Nachteil sein, doch ist es ja durchaus 
iiberfliissig, solche anzuwenden. Die Nahrstoffe, die den Pflanzen 
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normalerweise (in der freien Natur) zu Gebote stehen, erreichen 
ja in der Regel kaum diese Konzentration. 

Bei zahlreichen weiteren Versuchen iiber das Ernahrungs- 
vermégen des Methylals stellte sich nun heraus, daB die Chloro- 
phyllapparate daraus Starke zu bilden vermégen, 
freilich nur unter Mitwirkung des Lichtes; Kohlensiureassimi- 
lation war bei diesen Versuchen ausgeschlossen. Im Dunkeln 
wirkt Methylal wohl ernahrend, aber nicht Starkeansatz ver- 
ursachend. 

Spirogyren vermégen also das Methylal zu spalten; denn als 
Ganzes kann das Methylalmolekiil wohl nicht verwendet werden. 
Aus den Spaltungsprodukten wird Starke gebildet, vermutlich 
zunachst aus dem entstehenden Formaldehyd. 

Da nun aber spezielle Versuche zeigten, daB auch Methyl- 
alkohol, das andere Spaltungsprodukt, fiir Spirogyren und an- 
dere Pflanzen ein zur Starkebildung geeigneter Stoff sei (siehe 
SchluB8), so diirfen die Starkeansitze mit Methylal nur teilweise 
auf den Formaldehyd zuriickgefiihrt werden; sie ganz auf den 
Methylalkohol zu schieben ist schon deshalb nicht erlaubt, 
weil sonst eine schadliche Wirkung des freigewordenen Form- 
aldehyds ersichtlich werden miiBte, was nicht der Fall ist. 

DaB Methylal auch bei Bliitenpflanzen eine ernahrende 
Wirkung duBert, davon suchte ich mich neuerdings durch 
mehrere Versuche zu iiberzeugen. Sie ergaben bis jetzt keinen 
zweifellosen Erfolg. 


Versuche mit oxymethylsulfonsaurem Natron 
(formaldehydschwefligsaurem Natron). 


Dieser schén krystallisierende Stoff ist als eine Verbindung 
von saurem schwefligsauren Natrium und Formaldehyd zu be- 
trachten. Leicht, schon beim Kochen mit Wasser spaltet es 
sich unter Wasseraufnahme in Formaldehyd und saures schwef- 
ligsaures Natron: 

CH, -++ H,O = CH,O -+- HSO,Na. 

SO,Na 

Versuche mit Algen zeigten, da8 in den Chlorophyllappa- 
raten Starke abgelagert wird, wenn man denselben eine 0,1°/, ige 
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Lésung von formaldehydschwefligsaurem Natron unter Zusatz 
von 0,05°/, Dikalium- oder Dinatriumphosphatlésung darbietet. 
Letzterer Zusatz ist durchaus nétig, da sonst das freiwerdende 
saure schwefligsaure Natron schadlich wirkt; Dinatriumphos- 
phat setzt sich mit demselben in neutrales schwefligsaures 
Natron und Mononatriumphosphat um; das neutrale schweflig- 
saure Natron wirkt weniger schiédlich auf Pflanzen ein wie das 
saure schwefligsaure Natron. Ohne Dialkaliphosphat gingen 
mir die Kulturen regelm&Gig binnen kurzer Zeit zugrunde. 

Die Versuche mit formaldehydschwefligsaurem Na- 
trium und Algen wurden vom Verf. zum Teil schon vor 
20 Jahren angestellt (Bokorny, Habilitationsschrift, Erlangen 
1888). Ich kann die Ergebnisse meiner damaligen Versuche 
mit formaldehydschwefligsaurem Natron folgendermaBen zu- 
sammenfassen : 

Aus formaldehydschwefligsaurem Natron kénnen griine 
Algenzellen Starke bilden, indem sie das Salz zersetzen und 
den freiwerdenden Formaldehyd sofort kondensieren. 

Das Licht spielt bei dieser Synthese eine bedeutsame Rolle; 
bei schwacher Beleuchtung geht die Starkebildung aus form- 
aldehydschwefligsaurem Natron nur sehr langsam vor sich, im 
Dunkeln erfolgt kein Staérkeansatz, d. h. es wird kein Uber- 
schu8 von Kohlenhydrat erzeugt. Bei guter Beleuchtung tritt 
in vollig entstirkten Pflanzen rasch Starke auf, die sich zu 
sehr bedeutenden Mengen anhaufen kann (trotz vdélligen Aus- 
schlusses von Koblensaurassimilation). 

Die Versuchspflanzen erfahren bei Zufuhr jener Form- 
aldehydverbindung eine erhebliche Trockensubstanzvermehrung. 

Indem Spirogyren in einer 0,1°/,igen Lésung von form- 
aldehydschwefligsaurem Natron vegetieren, nimmt die Fliissig- 
keit rasch und sehr bedeutend an Reduktionsvermégen gegen 
Kaliumpermanganat ab; das Salz wird verbraucht. 

Versuche an Bliitenpflanzen ergaben hier ebenfalls zu- 
nichst noch keinen unanfechtbaren positiven Ausschlag. 

Zum Schlusse mégen noch einige Versuche mit Methyl- 
alkohol, dieser dem Formaldehyd nahestehenden Substanz, 
an Bliitenpfianzen angefihrt sein (siehe auch bakt. C. B. 1910). 

Winterversuche mit Methylalkohol an Wasserkul- 
turen von Bliitenpflanzen: 
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Bohnenkeimlinge (Phaseolus multiflorus) und Methyl- 
alkohol in verschiedenen Konzentrationen (mit 0,1°/, mineral. Nahr- 
salz). Wiahrend beim Kontrollversuch mit mineral. Nahrsalzen allein 
binnen 14 Tagen ein nur 2 om langer und 3 mm dicker Stengel heran- 
wuchs, hatte derselbe bei 0,5°/, Methylalkohol eine Lange von 5 cm 
und Stiirke von 5 mm; bei 1°/, Methylalkohol eine Lange von 4 cm 
und Stiirke von 5 mm; bei 2°/, Methylalkohol eine Linge von 6 cm und 
Stiirke von 4mm. Die Blattentwicklung war bei 2°/, am giinstigsten; 
von den zwei sichtbaren Blaittern war eins, das iltere, 2 cm lang und 
dunkelgriin, das andere nur ein wenig kleiner. Bei 1°/, Methylalkohol 
waren die beiden sichtbaren Blatter erst 1 cm lang und hellgriin. Am 
Kontrollversuch; waren sie noch etwas kleiner und nur gelblichgriin. 
Auch die Wurzelentwicklung zeigte sich bei 2°/, Methylalkohol am 
stirksten; die Hauptwurzel war 21/. mm stark an der dicksten Stelle 
und 5 cm lang, dicht hintereinander mit Seitenwurzeln von 0,2 bis 3 cm 
Lange besetzt (etwa 20 im ganzen). Bei 1°/, CH,OH war das Wurzel- 
system &hnlich, nur etwas schwacher. Beim Kontrollversuch war die 
Hauptwurzel (durch irgendeinen Zufall) verkiimmert, kaum 1 cm lang, 
die Seitenwurzeln waren héchstens 1/, bis 1 mm dick und hatten zu- 
sammen eine Gesamtlinge von 20 cm. 

Nach weiteren 14 Tagen zeigte der Stengel der Pflanze mit 0,5°/, 
Methylalkohol eine Linge von 20 cm und Dicke von 6 mm an der 
stairksten Stelle. Die Blatter waren gut entwickelt und hatten eine 
Linge von 3 cm, zeigten dunkelgriine Farbe. 

Das Wurzelsystem war in dieser 0,5 °/, igen Methylalkohollésung eben- 
falls gut gediehen; die Hauptwurzel war 10 cm lang und sehr kriftig; 
mehrere fast ebenso lange Seitenwurzeln waren da, an diesen wieder 
weitere Auszweigungen. 

Die iibrigen Pflanzen dieser Versuchsreihe waren nicht weiter 
stehen gelassen worden, bis auf den Kontrollversuch, der an Entwicklung 
weit hinter dem Methylalkoholversuch zuriickblieb. 

Bohnenkeimling (Ph. multiflorus) mit Methylalkohol 
0,5°/, und Coffein 0,1°/,, auBerdem 0,1°/, mineral. Nahrsalz. Der 
Keimling blieb im Wachstum bedeutend zuriick; nach 14 Tagen war die 
Hauptwurzel zwar kraftig (3 mm dick an der oberen Stelle), aber nur 
3 om lang, der obere Teil der Pflanze (Blatter und Stengel) hatten sich 
noch gar nicht aus der Schale des Samens befreit. Nach weiteren 
8 Tagen war der Keimling nicht weiter vorgeschritten, aber Wurzel und 
Stengel mit den Blattern waren noch am Leben. Die mikroskopische 
Untersuchung ergab im hypokotylen Stengelglied die Anwesenheit von 
viel Starke in Rinde und Mark. 

Sojabohne in Methylalkohol 0,5°/, +- Mineralsalz 0,1°/,. Nach 
3 Wochen war der hypokotyle Stengel des Keimlings kraftig entwickelt, 
8 cm lang; die Wurzel war stark verzweigt, aber kurz und ctwas 
verpilzt. 

Nach weiteren 14 Tagen das hypokotyle Stengelglied 10 cm lang, 
der obere Stengel (iiber den Keimbliittern) 21/, om; an der Spitze junge 
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Blatter. Wurzelsystem ziemlich kurz, aber doch sichtlich weiter ent- 
wickelt. 


Versuche mit Methylalkohol und Erbsenkeimlingen: 


Die Erbsen wurden zuerst in reinem Wasser aufgequellt, dann auf 
feuchtem FlieBpapier keimen gelassen, bis eben die Wurzel 1 bis 2 cm 
lang hervorgetreten war; nun wurden sie auf Wasserkulturgliser ge- 
bracht, deren Nahrlésung zum Teil 0,1°/, Mineralsalz (0,05 Monokalium- 
phosphat, 0,03 Calciumnitrat, 0,02 wasserhaltiges Magnesiumsulfat) 
allein, zum Teil 0,1°/, Mineralsalz -+-0,5°/, Methylalkohol, oder auch 
1°/,, ja sogar 2°/, Methylalkohol enthielt. 

Beim Kontrollversuch mit Niabrsalz allein war nach 14 Tagen 
hauptsichlich die Hauptwurzel in die Lange entwickelt, dabei ziemlich 
zart, sie hatte eine Lange von 12 cm erreicht; die Seitenwurzeln waren 
kurz und wenig zahlreich, maSen zusammen ungefahr 12 cm. Es war 
also eine gesamte Wurzelentwicklung von 24 cm Lange zu kon- 
statieren. Bei 0,5°/, Methylalkohol war die Hauptwurzel nicht so lang, 
aber viel kriaftiger, die Seitenwurzeln waren in groBer Zahl vorhanden. 
Wurzellinge insgesamt ca. 500m. Bei 1°/, Methylalkohol war die 
Hauptwurzel ebenfalls kraftiger als beim Kontrollversuch, aber nur halb 
so lang, die Seitenwurzeln hatten sich zahlreich und in bedeutender 
Lange eingestellt. Gesamtlinge der Wurzeln ca. 40 cm. Ein Versuch 
mit 2°/, Methylalkohol verungliickte und konnte nicht weiter verfolgt 
werden. DaB aber selbst 2°/, Methylalkohol nicht ungiinstig wirkt, 
geht aus den mit Feuerbohnen angestellten Versuchen hervor (s. unten), 
Die Stengelentwicklung zeigte ein ahnliches Verhalten wie die Wurzel- 
entfaltung. Der Stengel war beim Kontrollversuch 10 cm lang und 
1,5 bis 2mm dick, bei 0,5°/, Methylalkohol 14cm lang und 3 mm dick; 
bei 1°/, Methylalkohol 8 cm lang und 3 mm dick, an dem Hauptstengel 
war bereits ein Seitenzweig von '/, cm Lange und einer von 1 cm Lange 
entwickelt. An der Kontrollpflanze waren die Blatter, deren drei in 
Entfaltung begriffen waren, noch im ersten Stadium der Ausbildung ganz 
an den Stengel angedriickt nur ‘/, cm lang; beim Methylalkolversuch 
mit 0,5°/, Methylalkoholversuch bereits seitlich vom Stengel etwas ab- 
stehend 11/, bis 3 cm lang; beim Methylalkoholversuch mit 1°/, Methyl- 
alkohol waren sie ebenfalls kurz und angedriickt. 

Nach weiteren 14 Tagen, also im ganzen nach 4wéchentlicher Ver- 
suchsdauer, betrug an der Methylalkoholpfianze mit 0,5°/, CH,OH die ganze 
Wurzellinge etwa 80 cm, die einzelnen’ Wurzeln zeigten aber etwas Ver- 
pilzung, wodurch zweifellos das relativ geringere Wurzelwachstum von 
50 auf 80 cm zuriickzufiihren war. Beim Kontrollversuch war die Haupt- 
wurzel bis auf den Boden des GefiiBes und noch etwas auf diesem hin- 
gewachsen, Seitenwurzeln waren immer noch wenige und héchstens 2 cm 
lang; die Gesamtwurzellinge betrug ca. 40 cm. Bei 1°/, Methylalkohol- 
wurzeln auch verpilzt, Gesamtwurzellinge etwa 80 cm. Der Stengel war 
bei 0,5 und 1°/, CH,OH weit kraftiger als beim Kontrollversuch, die 
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Blatter waren besser entwickelt. Lange des Stengels bei ersteren beiden 
je 40 cm lang, beim Kontrollversuch nur 20 om. Die Seitenzweige waren 
in keinem der genannten Fille weiter entwickelt worden. 


Erbsenkeimlinge in 0,5°/, Methylalkohol + 0,1°/, 
Coffein-++-0,1°/, mineralischem Nahrsalz. 


Da das Coffein in der Verdiinnung 0,1°/, und 0,01°/, auf manche 
Organismen merkwiirdige Reizwirkungen ausiibt, z. B. oft eine Be- 
schleunigung der Bewegungszustinde im Protoplasma hervorruft, so ver- 
suchte ich hier einen Zusatz von 0,1°/, Coffein. Es entwickelte sich 
binnen 14 Tagen eine ungewéhnlich dicke Hauptwurzel mit zahlreichen 
Verzweigungsanfangen; die gesamte Wurzellinge iibertraf aber nicht eine 
Ausdehnung von etwa 5 cm. Ebenso waren die oberirdischen Teile ver- 
kiirzt und zur Verzweigung neigend; der Hauptstamm war 21/, cm lang 
und 31/, mm dick, ein Seitenzweig 11/, cm lang und 21/, mm dick. 

Nach weiteren 14 Tagen zeigte die Versuchspflanze eine Haupt- 
wurzel von 6 cm Linge und 12 kurze Seitenwurzeln, von denen dic 
langste nur 1 cm lang war; gesamtes Wurzelsystem also kaum 12 cm 
iiberschreitend. Immerhin zeigte sich somit ein Fortschritt in der Wurzel- 
bildung, trotzdem auch etwas Verpilzung an den Wurzeln sichtbar war. 
Am Stengel war der Hauptzweig 7 cm lang und 31/, mm dick, der 
Seitenzweig 21/, cm lang und 24/. mm dick. Auch hier war somit ein 
Fortschritt zu bemerken. Die Blatter waren noch klein und angedriickt, 
aber sonst normal, 

Gegeniiber allen sonstigen Wasserkulturen der Erbse 
zeichnete sich dieser Versuch durch das geringe Wachstum der 
Teile aus, ferner durch die bald eintretende und fortschreitende 
Verzweigung. Man kann also wohl sagen, da8 durch das 
Coffein das Wachstum verlangsamt, die Verzweigung be- 
giinstigt wird. 

Die Sache ist nicht ohne Interesse. Es wiirde sich wohl 
verlohnen, der Frage bei mehreren Pflanzen und auch unter 
Anwendung verschiedener Konzentrationen des Giftes nach- 
zugehen. 

Rettiohkeimling in Wasserkultur mit 0,5°/, Methylalkoho! 
+ 0,19, Coffein-+0,1°/, mineral. Naihrsalz. Die Entwicklung 
blieb kiimmerlich; nach 14 Tagen zeigte sich ein Absterben in den 
oberen Teilen der Pflanze. Der Stengel hatte eine Linge von 4 cm, die 
Wurzel eine solche von 8 cm erreicht. 

Rettichkeimling mit 0,5°/, Methylalkohol und 0,01°, 
Coffein -+-0,1°/, Mineralsalzlésung. Da 0,1°/, Coffein offenbar schid- 
lich wirkte, brachte ich nun einen bereits etwas vorgeschrittenen Rettich- 
keimling (10 cm gesamter Wurzellinge und 4 cm Stengellinge) in Nabr- 
lésung, die nur 0,01°/, Coffein enthielt. 
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Nach weiteren 14 Tagen war die Stengellinge wie auch die Wurzel- 
linge des neuen Keimlings ziemlich unverandert, der Keimling selbst 
abgestorben. Da aber fast alle Rettichkeimlinge nach dieser Zeit ab- 
gestorben waren, so ist auf dieses Resultat kein Gewicht zu legen. 

Da man bei Ernahrung der Pflanzen mit Formaldehyd 
und formaldehydabspaltenden Substanzen, ferner auch mit 
Alkoholen und andern bis jetzt wenig oder nicht aus- 
probierten Stoffen immer mit einer ev. schidlichen Wirkung 
zu rechnen hat, so hielt ich es fiir angezeigt, auch Versuche 
mit Stoffen, denen von vornherein eine schidliche Wirkung 
auf Pflanzen zugetraut werden mu8, aufzustellen. 

Ferner stellte ich auch einige Versuche iiber die Wirkung 
der Kotyledonen-Beraubung an Keimlingen von Bohnen (Feuer- 
bohnen und Puffbohnen) an. 


Was letztere Versuche anbelangt, die einen AufschluB iiber 
die Aussichten von organischen Ernahrungsversuchen an Keim- 
lingen unter volliger Beseitigung aller organischen Reservestoff- 
ernahrung in den Pflanzen selbst geben sollten, so kann nun 
auf Grund der 8 Versuche, die hieriiber gemacht wurden, ge- 
sagt werden, daB diese Art der Ernahrung im friihen Keimungs- 
stadium bei Bohnen keine Aussicht auf Erfolg hat. Wenn 
man die Wegnahme der Kotyledonen aufschiebt, bis 3 Wochen 
nach der Keimung verflossen sind, dann kommen die Pflanzen 
mit fremder Ernahrung aus. Bis dahin sind freilich auch 
schon junge Blatter zur Kohlenséure-Assimilation fahig und 
hat der Keimling schon einen betrachtlichen Teil der Reserve- 
nahrung in sich aufgenommen und verwendet. Vielleicht fallen 
die Versuche bei andern Keimlingen giinstiger aus. Ich konnte 
das vorlaufig nicht weiter verfolgen. 

Die erwahnten Versuche mit schadlichen Stoffen sind unten 
beschrieben. Sie lieferten mir den Beweis, daB8 Stoffe von 
schédlicher Wirkung in der kiirzesten Zeit an Keimlingen solche 
Stérungen und Hemmungen, zum Teil auch direkte Abtétung 
hervorrufen, daB iiber ihre Schadlichkeit schon in den ersten 
Versuchstagen kein Zweifel bestehen kann. Methylal und form- 
aldehydschwefligsaures Natron (-}- Dinatriumphosphat) kénnen 
hiernach keinesfalls zu den schadlichen Substanzen gerechnet 
werden, auch Methylalkohol nicht, selbst in der Konzentration 
von 1°/, noch nicht. 
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Wasserkulturen bei Anwesenheit schadlicher Stoffe: 


Phaseolus multiflorus (Feuerbohne) nach l4tagiger Keimung 
auf feuchtem FlieBpapier in Wasser mit Nahridsung von 0,1°/, Mineral- 
substanz +-0,5°/, Apfelsaure aufgezogen. Nach 14 Tagen zeigte sich 
bereits Schimmel an der Oberflache der noch wenig verbrauchten Nahr- 
flissigkeit; nur etwa 20 ccm waren aufgesaugt worden. Die Pflanze 
war von kiimmerlicher Entwicklung, hinter den andern Versuchspflanzen, 
speziell hinter den Kontrollpflanzen weit zuriickgeblieben. Die untersten 
Blatter begannen zu verdorren. Nach weiteren 8 Tagen waren die 
unteren Blatter vollig vertrocknet, die oberen aber noch gesund, nur 
klein und in der Entwicklung zuriickgeblieben wie die ganze Pflanze, 
die aber doch eine Lange von 30 cm (ohne den Kotyledonen) er- 
reicht hatte. 

Phaseolus multiflorus nach l4tagiger Keimung auf feuchtem 
FlieBpapier in Nahriédsung von 0,1°/, Mineralsubstanz und 0,5°/, Milch- 
saure gebracht. Nach 14 Tagen waren etwa 40 ccm der Nahridésung 
verbraucht, an der Oberflache der Lésung war reichlich Schimmel ge- 
wachsen. Die Pflanze war noch starker verkiimmert als bei vorigem 
Versuch, sie war sehr weit hinter den Kontrollpfianzen zuriickgeblieben. 
Nach weiteren 8 Tagen war nicht bloB kein Wachstum bemerkbar, 
sondern ein Absterben der ganzen Pflanze machte sich geltend; der 
Stengel war schlaff geworden, die Blatter waren schon teilweise von dem 
AbsterbeprozeB ergriffen; die Wurzeln waren schlaff nnd braunlich ge- 
farbt. In den oberirdischen Teilen war unter dem Mikroskop keine Spur 
von Starke anzutreffen. 

Phaseolus multiflorus nach l4tagiger Keimung auf feuchtem 
FlieBpapier in Nahriésung von 0,1°/, Mineralsubstanz und 0,5°/, Anti- 
pyrin gebracht. Nach 14 Tagen waren etwa 35 ccm Nahridésung ver- 
braucht; die Pflanze zeigte sich nun abgestorben, schlaff herunter- 
hangend, verfarbt; die GréBe derselben war natirlich gering, da in der 
dem Absterben vorausgehenden Zeit die Organe schon krankhaft ver- 
andert waren. Die Wurzeln arbeiteten schlecht, nach Beendigung des 
Versuchs (14 Tage nach Einsetzung des Keimlings in die antipyrinhaltige 
Nahrlésung) waren alle Wurzeln schlaff. Pilze waren aber in der 
Flissigkeit nicht aufgetreten. Die Kotyledonen waren am SchluB ein- 
geschrumpft und trocken, sie erwiesen sich unter dem Mikroskop als an- 
gefiillt mit Reservenabrstoffen. 
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Ober die Bedeutung des Sauerstoffs fir das Wachstum 
der Gewebe von Saugetieren. 


Von 
Leo Loeb und Moyer S. Fleisher. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des Barnard Free Skin and 
Cancer Hospital, St. Louis.) 


(Eingegangen am 2. August 1911.) 


Im folgenden soll iiber Versuche berichtet werden, die die 
Notwendigkeit des Sauerstofis fiir die mit den Regenerations- 
erscheinungen der Gewebe von Séugetieren verbundenen Vor- 
gange einer direkten Priifung unterziehen sollen. Es kommen 
hierbei sowohl Bewegungserscheinungen von seiten der Zellen 
als auch Wachstumsvorgainge im eigentlichen Sinne, namlich 
ZellvergréBerung und Zellvermehrnng in Betracht. Wir wissen, 
da8 viele Bakterien anaerob wachsen kénnen; ebenso scheinen 
Teile gewisser héherer Pflanzen anaerob wachsen zu kénnen’). 
Teilung von tierischen Eiern findet hingegen nur bei Sauerstoff- 
anwesenheit statt*). 

Um nun derartige Versuche ausfiihren zu kénnen, war es 
nétig, erstens die Gewebsstiickchen statt in Kontakt mit den 
Kérperzellen wachsen zu lassen, in gewissen Nahrmedien zu 
halten und hier ihr Wachstum zu beobachten, und zweitens 
das Wachstum auBerhalb des Kérpers in vitro stattfinden zu 
lassen. 

Im folgenden seien einige Tatsachen, die die Entwicklung 
dieser Versuche betreffen, mitgeteilt. 

In Versuchen, die der eine von uns vor ungefahr 15 Jahren 
ausfiihrte, beobachtete er, daB wiahrend der Regeneration der 


1) E. Lehmann, Jahrb. f. wissensch. Botan. 49, 1911. 
%) J. Loeb, Die chemische Entwicklungserregung des tierischen 
Eies, Berlin 1909. 
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Haut die Epithelzellen in Blut und Lymphkoagula einzudringen 
und in denselben zu wachsen vermégen’). 

Diese Beobachtungen legten ihm den Gedanken nahe, daB es 
méglich sein miisse, verschiedene Gewebe von Séugetieren in 
Nahrmedien zu ziichten, und zwar sowohl auBerhalb des K6rpers, 
in einem Thermostaten, als auch innerhalb des Kérpers, wobei 
der Kérper als Thermostat fungiert. In seinen friiheren Unter- 
suchungen hatte der eine von uns beobachtet, daB die Epithel- 
ebenso wie die Bindegewebszellen, hauptsachlich in Beriihrung 
mit festen Kérpern, wie Fibrinfasern, wachsen, und auch leichter 
in gelatindse Substanzen eindringen als in Fliissigkeiten; diese 
Reaktionen deutete er als stereotropische, und diese Beobach- 
tungen veranlaBten ihn, hauptsachlich mehr oder weniger feste 
Nahrbéden, wie Agar und geronnenes Blutserum, bei seinen 
Versuchen zu verwenden. Zuerst fiihrte er sowohl Versuche 
aus, in denen die Gewebsteile in den Nahrsubstanzen auBerhalb 
des Kérpers gehalten wurden, als auch solche, in denen der 
tierische Kérper als Thermostat fiir die in den N&ahrmedien 
gehaltenen Stiicke diente. Es leitete ihn bei diesen Versuchen 
vor allen der Gedanke, daB es wiinschenswert sei, das Wachs- 
tum der Gewebe hdéherer Tiere ebenso experimentell unter 
Variation chemischer Bedingungen zu analysieren, wie dies in 
dem Falle der Bakterien bereits geschehen war. Mangel an 
den notwendigen Apparaten zwangen ihn sehr bald, sich auf 
die zweite Art von Versuchen zu beschranken, in denen die 
Gewebe in festen Nahrbéden wuchsen und der tierische Kérper 
als Thermostat fungierte, noch ehe die Versuche in vitro so weit 
gediehen waren, wie er es fiir wiinschenswert hielt*). 

Unseres Wissens wurde in diesen friiheren Mitteilungen 
zum erstenmal iiber Versuche berichtet, die bewuBt darauf 
hinzielten, Gewebe héherer Tiere unter kiinstlichen Bedingungen 
zu ziichten, die von den unter natiirlichen Verhaltnissen vor- 
handenen Umgebungsbedingungen abweichen; weiterhin wurde 
versucht, experimentell verschiedene wachsende Gewebe von- 
einander zu trennen und sodann der Einflu8 gewisser Salze auf 


1) Leo Loeb, Arch. f. Entwicklungsmechanik 6, 1898. — Johns 
Hopkins Hospital Bulletin, Jan. 1898. — Amer. Journ. Anat. 3, 1904. 
2) Leo Loeb, Chicago 1897, Rouxs Arch. 13, 1902. — Journ. of 
Medical Research 8, 1902. — Journ. Amer. Med. Assoc. 1901, 
Biochemische Zeitechrift Band 36. 8 
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das Wachstum der Gewebe gepriift'). Insbesondere wurde auch 
auf die Notwendigkeit hingewiesen, die Lymphe durch andere 
Nihrfliissigkeiten zu ersetzen*). 

Unter anderen stellte der eine von uns damals fest, daB 
Epithelzellen in den genannten gelatinésen Nabrmedien, sogar 
nach Hinzufiigen gewisser Salze, wachsen kénnen, da dieses 
Wachstum unabhingig von Bindegewebszellen stattfindet, daB 
mitotische Vermehrung der Epithelzellen in den kiinstlichen 
N&ahrmedien stattfinden kann, daB diese Zellen vermittels 
améboider Bewegungen in die festen Nahrmedien eindringen, 
ferner, daB hier die Epithelzellen die Eigenschaften von Phago- 
cyten annehmen, indem sie kleine Teile des Nahrbodens in den 
Zellkérper aufnehmen, daB nach dieser Periode der Tiatigkeit 
das Wachstum aufhdrt*); auf Grund dieser Beobachtungen 
erklarten wir verschiedene Phinomene des Wachstums carci- 
nomatéser Gewebe‘). 

Spiter veréffentlichte Harrison interessante Versuche, in 
denen er zeigte, daB es méglich ist, embryonales Nerven- 
gewebe des Frosches in geronnener Froschlymphe wachsen zu 
lassen®), und kiirzlich dehnte Burrows in dem Laboratorium 
von Harrison diese Versuche weiter aus und beschrieb das 
Wachstum verschiedener Gewebe von Siaugetieren in einer 
Mischung von Fibrin und Serum. Andere Autoren, insbesondere 
Carrel und Lambert, haben dann im Laufe der letzten Mo- 
nate diese Versuche aufgenommen; ferner wurden auch Ver- 
suche publiziert, in denen, wie in unseren friiher mitgeteilten 
Versuchen, Agar als Nahrmedium diente. Auch wir nahmen 
unsere alten Versuche wieder auf, wie wir dies schon vor dem Er- 
scheinen der Publikationen der letztgenannten Autoren geplant 
hatten. 

Die Technik dieser Versuche ist verhaltnismaBig einfach. 
Nach der insbesondere von Bordet und Gengou‘) ausge- 

1) Zeitechr. f. Krebsforschung 5, 14, 15, 1907. 

#) Rouxs Arch. 13, 1902. 

3) Rouxs Arch. 18, 1902. 

4) Johns Hopkins Hosp. Bull., Jan. 1898. — Journ. Med. Rese- 
arch. 8, 1902. 

5) Proc. Soc. Exp. Biol. and Med. 3, 1907. —Journ. Exp. Zool. 


9, 1910. 
*) Annales de |’Inst. Pasteur 15, 1901. 
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arbeiteten Methode wird zeitweise nicht gerinnendes Blutplasma 
(des Kaninchens, der Ratte usw.) erhalten. Wahrend der 
Versuchsdauer wird dasselbe in einem von schmelzendem Eis 
umgebenen Zentrifugierréhrchen gehalten. Auch wir benutzten 
in den hier zu berichtenden Versuchen, um die Wachstums- 
bedingungen den im Kérper herrschenden méglichst ahnlich zu 
gestalten, das aus Blutplasma erhaltene Koagulum. Ein ganz 
kleines Stiick des zu priifenden Gewebes wurde sodann bei der 
von uns benutzten Versuchsanordnung in ein kleines Reagens- 
glaschen iibertragen und etwa 4 bis 5 Tropfen des Plasmas 
mit einer fein ausgezogenen Pipette zu dem Gewebe in das 
Reagensglaschen gefiigt. Es wurde darauf geachtet, daB, falls 
dies erwiinscht war, das Gewebsstiickchen an der Oberfliche 
des bald koagulierenden Plasmas lag. In anderen Fallen wurde 
erst das Plasma und erst spiaiter das Gewebsstiickchen in das 
Reagensglas getan. Alle diese Manipulationen miissen natiir- 
lich mit sterilen Instrumenten nach den Vorschriften der bak- 
teriologischen Technik vorgenommen werden. Sodann wurden 
die Reagensglischen mit einem Wattebausch verschlossen und 
in ein gréBeres Reagensglas gestellt, auf dessen Boden sich 
Wasser befand, um die Verdunstung in den kleinen Réhrehen 
zu vermindern. Diese Réhrchen dienten als Kontrolle. Um 
den Sauerstoff zu binden, wurde entweder nach Buchners 
Methode alkalische Pyrogallollésung in das groBe Reagensglas 
gegossen, sodann dasselbe sorgfaltig mit Wachs und Paraffin 
umschlossen, oder es wurde in der gew6éhnlichen, bei bakterio- 
logischen Untersuchungen iiblichen Weise gereinigter Wasser- 
stoff, in anderen Fallen fertig bezogener Sauerstoff durch das 
gréBere Reagensglas, das die kleinen Reagensglaschen enthielt, 
mindestens eine Stunde lang durchgeleitet und sodann das 
gréBere Reagensglas ebenfalls sorgfaltig mit Wachs und Paraffin 
verschlossen. Es wurde darauf geachtet, daB wahrend der 
Durchleitung der Gase auch die Kontrollréhrchen, die mit 
gewohnlicher Luft gefiillt waren, bei Zimmertemperatur ge- 
halten wurden. Sodann kamen alle Réhrchen in den bei 38° 
gehaltenen Thermostaten, wo sie drei Tage verblieben. Nach 
Ablauf dieser Zeit wurden die Gewebsstiicke mit dem um- 
gebenden Koagulum in Zenkerscher Fiiissigkeit fixiert und 
meist in Serien geschnitten. 
8* 
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Auf diese Weise lieB sich ein Urteil tiber die feineren, in 
den einzelnen Zellen sich abspielenden Vorginge gewinnen. 


I. Versuche der anaeroben Kultur von Geweben nach 
Buchners Methode. 


Versuch 25. Kaninchenniere und Koagulum des 
Kaninchenplasmas. 

Zwei Kontrolistiicke, in denen das Koagulum von einer Luft- 
schicht bedeckt wurde, wurden untersucht. In dem ersten waren 
nur kleinere Gewebsteile auf den Schnitten sichtbar. Uber das 
Koagulum wuchsen groBe vacuolare Zellen. In dem zweiten Stiick 
waren Nierenkanilchen in der Peripherie des Stiickes am Leben. 

Zwei anaerob gehaltene Stiicke waren ganzlich nekrotisch. 

Versuch 26. Kaninchenniere und Koagulum des 
Kaninchenblutplasmas. 

Drei Kontrollstiicke, zn denen die Luft Zutritt hatte, wurden 
untersucht. In dem einen fanden wir an der Peripherie des 
Stiickes lang ausgezogene, sich bewegende Spindelzellen, die an 
einzelnen Stellen kleine Haufen bilden. Es handelt sich wahr- 
scheinlich um Bindegewebszellen. Einige Nierenkanalchen sind 
wohl erhalten und regeneriert. In einem zweiten Stiick, das 
sonst ahnlich war, wurde in den peripheren Zellen eine Mitose 
gesehen. In dem dritten Stiick war nur das Epithel der 
Nierenkanilchen an der Peripherie des Stiickes am Leben. 

Zwei anaerob gehaltene Stiicke waren nekrotisch. 

Versuch m8. Miausecarcinom und Koagulum des 
Kaninchenblutplasmas. 

Es wurden vier Kontrollstiicke (Zutritt von Luft) unter- 
sucht. Die peripheren Teile des Tumorstiickes waren am Leben, 
die Carcinomzellen zogen sich in drei Stiicken in Ziigen tiber die 
AuBenseite des Koagulums, in zwei Fallen zogen sie sich auch in 
das Koagulum hinein. In drei Stiicken waren in den peripheren 
Teilen der Carcinomzellen Mitosen vorhanden ; auch zeigten einige 
Carcinomzellen in diesen Fallen phagocytiare Eigenschaften; sie 
nahmen kleine Partikel des Koagulums in ihren Zelleib auf. 

Zwei anaercbe Stiicke zeigten keine Wachstumserschei- 
nungen; ‘auch waren die peripheren Teile geschrumpft; doch 
waren dieselben in der Nekrose nicht so weit vorgeschritten, 
wie die anderen anaerob gehaltenen Stiicke dieser Serie. 
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In drei anderen Versuchen, in denen Mausecarcinom im 
Koagulum des Kaninchen- oder Rattenplasmas geziichtet wurde, 
ergaben sich ahnliche Unterschiede zwischen den Kontroll- und 
den anaerob gehaltenen Stiicken. In den ersteren waren die 
peripheren Teile am Leben und in der Mehrzahl der Fille 
wuchsen Zellen iiber oder in das Koagulum, wahrend die anae- 
roben Stiicke véllig nekrotisch waren. 

Es ergibt sich also, daB Stiicke, die nach der anaeroben 
Methode von Buchner geziichtet werden, nach drei Tagen 
nekrotisch sind und keinerlei Wachstum zeigen, und daB der 
Unterschied gegen die in Kontakt mit Luft wachsenden Kontroll- 
stiicke sehr markant ist. 


II. Versuche, in denen Gewebsstiicke in einer Wasserstoff- 
atmosphiire gehalten wurden. 

Auch hier seien einige Versuche angefiihrt. a) Kaninchen- 
niere und Koagulum des Kaninchenplasmas. 

Versuch 29. Die Kontrollstiicke wurden in dem Koagulum 
unter Luft gehalten. Eines derselben wurde nach drei Tagen 
nekrotisch gefunden, in den drei anderen waren die peripheren 
Teile erhalten. In ihnen fand Regeneration in den Nieren- 
kanalchen statt. Nekrotische Zellen wurden in das Lumen 
der Kanalchen abgestoSen und bildeten dort Zylinder. Glome- 
ruli und Bindegewebe waren am Leben. In zwei Stiicken fand 
ein nicht betrachtliches Wachstum von Zellen in das Koagulum 
hinein statt, in einem Stiick fehlte ein solches. 

Fiinf Stiicke wurden unter Wasserstoff gehalten; zwei der- 
selben waren ganz nekrotisch; in den drei anderen waren ganz 
kleine Gewebspartien an der Peripherie des Stiickes am Leben. 

Versuch 31. Zwei Kontrollstiicke waren in ihren peri- 
pheren Teilen am Leben. Die Epithelzellen der Nierenkanalchen 
regenerierten sich und stieBen die desquamierenden Zellen in das 
Lumen ab. Zellen, die wahrscheinlich Epithelzellen von Nieren- 
kanalchen darstellten, wuchsen in das Koagulum hinein. Spindel- 
zellen wanderten zwischen transplantiertem Stiick und Koagulum. 

Zwei unter Wasserstoff gehaltene Stiicke waren nekrotisch. 

Versuch 39a. In dem ersten unter Luft gehaltenen 
Kontrolistiick waren periphere Teile am Leben. Innerhalb 
dieser peripheren Teile fanden sich Regenerationserscheinungen 
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an Nierenkanilchen; in einer solchen Nierenepithelzelle fand sich 
eine Mitose. Bindegewebszellen wuchsen in das Koagulum hinein. 
In einem zweiten Stiick wurde ein ahnlicher Befund erhoben; 
hier fand sich auch eine Mitose in einer der in das Koagulum 
einwachsenden Zellen. 

Zwei unter Wasserstoff gehaltene Stiicke waren nekrotisch. 
Wie gewoéhnlich bleiben Glomeruluskerne am langsten erhalten. 

In anderen Versuchen ergaben sich fAhnliche Unter- 
schiede zwischen sechs Kontroll- und zwélf unter Wasserstoff 
gehaltenen Stiicken; natiirlich kam es zuweilen vor, daB auch 
ein Kontrollstiick groBenteils nekrotisch war. Die unter Wasser- 
stoff gehaltenen Stiicke waren ganz oder fast ganz nekrotisch. 
In einem Falle war ein wenig peripheres Bindegewebe am 
Leben. 

In einem anderen Versuch hingegen, in dem der Gasabschlu8 
nicht volistaéndig war und in dem Luft in das Reagensglischen 
eindringen konnte, wurde die Peripherie des Stiickes am Leben 
gefunden; es wuchsen periphere Zellen in das Koagulum hinein, 
und in solchen einwandernden Zellen waren Mitosen vorhanden. 

b) Mausecarcinom und Koagulum des Kaninchen- 
und Rattenplasmas. 

Versuch M13 (Kaninchenplasma). Ein betrachtlicher 
Teil in der Peripherie des unter Luft gehaltenen Kontrollstiicks 
ist am Leben und wichst lings des Koagulums und in die Spalten 
des letzteren hinein. Drei unter Wasserstoff gehaltene Stiicke 
waren nekrotisch. 

Versuch M16 (Rattenplasma). In zwei unter Luft ge- 
haltenen Kontrollstiicken waren die peripheren Zellen am Leben und 
wuchsen lings des Koagulums und in das Koagulum hinein. In 
den Carcinomzellen waren Mitosen vorhanden, und auch in den 
in das Koagulum eindringenden Zellen. Die drei unter Wasser- 
stoff befindlichen Stiicke waren alle nekrotisch; wie wir dies 
im Falle des Mausecarcinoms 6fters fanden, war hierbei der 
zentrale Teil des transplantierten Stiickes weniger nekrotisch, 
d. h. der Kernschwund und die Kernschrumpfung waren weniger 
ausgesprochen, als in den peripheren Teilen. 

Versuch M17 ergab ganz dasselbe Resultat. ~ 

In Versuch 38 hatte in den Kontrollstiicken, wie in den 
unter Wasserstoff gehaltenen Stiicken teilweise Infektion statt- 
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gefunden und die Resultate waren daher auch in den Kontroll- 
versuchen weniger giinstig. Auch andere zufallige Bedingungen 
kénnen natiirlich ebenfalls das Wachstum der Kontrollstiicke 
vermindern. 

In zwei Versuchen, in denen der Verschlu8 der Reagens- 
glaser nicht vollstandig war, und in denen daher die Luft 
in kurzer Zeit den Wasserstoff verdrangte, waren in insgesamt 
elf Stiicken die Befunde iiberall die gleichen. Die peripheren 
Teile waren am Leben, wuchsen lings des Randes des Koagulums, 
drangen tief in das Koagulum ein, und in den innerhalb des 
Koagulums und den auf dem Koagulum wachsenden Zellen 
fanden sich Mitosen. 

Wir finden also, da8 unter Wasserstoff nicht nur die 
Wachstumsvorginge (VergréBerung des Cytoplasmas und der 
Kerne, mitotische Zellvermehrung, Wanderung in das Koagulum) 
sowie phagocytische Erscheinungen aufhéren, sondern daB auch 
mehr oder weniger vdéllige Nekrose eintritt, also auch andere 
vitale Prozesse zu Ende kommen; auch diese letzteren brauchen 
zu ihrem Ablauf Sauerstoff in den in Naihrmedien gehaltenen 
Gewebsstiicken. Kleine periphere Gewebspartieen finden sich 
sogar unter Wasserstoff zuweilen erhalten. Wir kénnen an- 
nehmen, daB unter diesen Bedingungen noch ein kleiner Rest 
von Sauerstoff vorhanden war, und daS das Bindegewebe 
den zum Absterben fiihrenden Prozessen etwas gréBeren Wider- 
stand entgegensetzt als das Epithel. 

Wir finden ferner, daB, waihrend Carcinomzellen unter Sauer- 
stoffzutritt (Luft) viel aktiver wachsen als z. B. die Nierenkanalchen- 
epithelien und einen quantitativ gréBeren Auswuchs in das Ko- 
agulum und langs der Rainder des Koagulums zeigt, dieselben 
unter Wasserstoff ebenso nekrotisch werden wie die Nierenzellen. 


III. Versuche, in denen die Gewebsstiicke auf allen Seiten 
von Koagulum umgeben waren. 

Aus den vorhergehenden Versuchen geht hervor, da8 bei 
Abwesenheit von Sauerstoff die verschiedenen Gewebe nicht 
wachsen und daf sie absterben. In diesen Versuchen waren 
die zu priifenden Gewebsstiicke méglichst an der Oberflaiche 
des Nahrmediums gehalten worden. Falls nun, wie dies auch 
zur Ziichtung von anaeroben Bakterien geschieht, das lebende 
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Gewebe mit einer Schicht des Nahrmediums bedeckt wird, so 
wird die Sauerstoffzufuhr verringert. Die GréBe dieser Ab- 
nahme in der Sauerstoffzufuhr variiert in den einzelnen Fallen; 
in einigen Fallen wird dieselbe sehr bedeutend, in anderen 
Fallen geringer sein und entsprechend werden wir in einigen 
Versuchen vollstandige Nekrose, in anderen nur eine Schaidigung 
ohne Zelltod zu finden erwarten. In der Tat finden wir nun 
auch, da8 unter diesen Bedingungen der verminderten Sauer- 
stoffzufuhr in der gréBeren Mehrzahl der Fille kleine Teile des 
Gewebes an der Peripherie des transplantierten Stiickes am 
Leben bleiben; quantitativ blieben diese erhaltenen Gebiete 
zuriick hinter denen, die in Stiicken gefunden wurden, zu denen 
in Kontrollversuchen Luft freieren Zutritt hatte. Nur in einem 
einzigen Versuch finden wir bei dieser Versuchsanordnung, da8 
einige Zellen in das Koagulum wuchsen. LEinige Versuche seien 
im einzelnen angefiihrt. 

In dem bereits oben angefiihrten Versuch 29 wurden auBer 
dem an der Oberfliche des Koagulums gehaltenen Stiicke zwei 
tiefer gelegene Stiicke untersucht ; dieselben waren beide nekrotisch. 

Versuch 30. Kaninchenniere und Koagulum des 
Kaninchenplasmas. 

Es wurden drei Kontrollstiicke, die nahe der Oberfliche des 
Koagulums gehalten worden waren, untersucht. Die Zellen des 
peripheren Gewebes wachsen um das transplantierte Stiick herum 
und iiber das Koagulum hin. Die Nierenkanalchen regenerieren 
sich in dem peripheren Teil des Gewebsstiickes, wobei sich 
durch Desquamation nekrotischer Zellen in dem Lumen des 
Kanalchens Zylinder bilden. Glomeruli sind erhalten. Die 
aus dem Gewebe wachsenden Zellen sind wahrscheinlich haupt- 
sichlich Bindegewebszellen. Die Befunde in den drei Stiicken 
waren &hnlich. Doch wurden in dem einen der drei Stiicke 
in den Bindegewebs- und vielleicht auch in den Nierenkanialchen- 
zellen Mitosen gefunden. 

Von den vier Kontrollstiicken, die auf allen Seiten von 
Koagulum umgeben waren, waren in dem ersten einige wenige 
Zellen in der Peripherie am Leben; ein paar Zellen wuchsen in 
das Koagulum hinein. 

In dem zweiten waren die Kanialchenzellen in der Peri- 
pherie am Leben, ohne Wachstumserscheinungen zu zeigen, 
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in dem dritten war sehr wenig Gewebe erhalten, und das vierte 
war nekrotisch. 

In Versuch m8 (Mausecarcinom und Koagulum des 
Kaninchenplasmas), dessen oberflachlich gelegene Stiicke schon 
oben beschrieben wurden, fanden sich in den beiden in der 
Tiefe des Koagulums gehaltenen Stiicken periphere Teile am 
Leben; dieselben wuchsen aber im Gegensatz zu den Kontroll- 
stiicken nicht um oder in das Koagulum hinein, auch waren keine 
Mitosen sichtbar. 

Auch in Versuch M13 (Mausecarcinom und Koagu- 
lum des Kaninchenplasmas) wurde bereits oben das ober- 
flichlich gelegene Stiick beschrieben. Es wurden drei in der 
Tiefe des Koagulums gehaltene Stiicke untersucht. Das erste 
war ganz nekrotisch; in dem zweiten war sehr wenig an der 
Peripherie am Leben. Ebenso waren in dem dritten kleine 
Gebiete an der Peripherie am Leben; innerhalb dieser lebenden 
Gewebsteile lagen viele pyknotische Zellen. In dem Kontroll- 
stiick war viel mehr Gewebe am Leben geblieben, und das 
Gewebe war um und in die Spalten des Koagulums weiter 
hineingewachsen. 

In Versuch M 10 (Mausecarcinom und Rattenplasma) 
war in dem Kontrollstiick das periphere Gewebe am Leben, und 
in das Koagulum wuchsen Zellen hinein. Das eine der drei tief 
gehaltenen Stiicke war nekrotisch, in den beiden anderen waren 
kleinere Teil des peripheren Gewebes am Leben. 

Zusammenfassend k6énnen wir also feststellen, daB wenn 
die Sauerstoffzufuhr vermindert wird, ohne ganz oder fast ganz 
aufgehoben zu werden, die Menge der am Leben erhaltenen 
Zellen bedeutend vermindert und zugleich ein Auswachsen des 
am Leben erhaltenen Gewebes fast ganz verhindert wird. 


IV. Versuche, in denen die Gewebsstiicke in einer Sauerstoff- 
atmospire gehalten wurden. 


Nachdem wir festgestellt hatten, daB Verminderung des 
Sauerstoffgehaltes die GréBe des am Leben bleibenden Gewebes 
verringert und die Wachstumserscheinungen ganz oder fast ganz 
aufhebt, war es von Interesse festzustellen, wie eine Vermehrung 
der Sauerstoffspannung in dem Medium, in dem die Gewebe 
lagen, das Leben und Wachstum der Zellen beeinfluBt. In 
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diesen Versuchen waren die Unterschiede nicht so markant, 
wie in den friiheren Versuchsreihen, in denen die Sauerstoff- 
menge verringert worden war; aber doch war auch in diesen 
Versuchen in der groBen Mehrzahl der untersuchten Stiicke 
der Einflu8 des Sauerstoffs bemerkbar. Gewdéhnlich bei Ver- 
mehrung des Sauerstoffs war die Menge des am Leben ge- 
bliebenen Gewebes gréBSer; in einer Anzahl von Fallen war auch 
die Zahl der Mitosen vermehrt und vielleicht war auch zuweilen 
das Auswachsen in das Koagulum hinein begiinstigt; doch schien 
das letztere durch O-Zufuhr relativ am wenigsten beeinfluBt zu 
werden. Einige Versuche seien im besonderen angefiihrt. 

a) Kaninchenniere und Koagulum des Kaninchen- 
plasmas; die Stiicke liegen an der Oberflache des 
Koagulums. In den Kontrollversuchen befindet sich eine Luft- 
schicht iiber dem Koagulum. 

Versuch 35. Indem ersten Kontrollstiick wachsen die Binde- 
gewebszellen ziemlich weit in das Koagulum hinein. Um nekro- 
tische Nierenkanalchen des peripheren Teiles finden sich regene- 
rierende Zellen; die Natur dieser Zellen, ob Bindegewebe oder 
Kanialchenzellen, kann nicht immer mit Sicherheit bestimmt 
werden. An anderen Stellen findet sicherlich auch eine Neu- 
bildung von Nierenkanilchenzellen statt. Mitosen finden sich 
in Zellen in dem Koagulum sowohl als auch in Epithelzellen 
in dem peripheren Teil des transplantierten Stiickes. In dem 
zweiten Kontrollstiick ist das an der Oberflache des Stiickes 
liegende Bindegewebe am Leben; auch einige Nierenkanialchen 
sind am Leben, aber vacuolir. Einwachsen in das Koagulum 
findet nicht oder nur in sehr geringem Grade statt, auch finden 
sich keine deutlichen Regenerationserscheinungen. In dem 
dritten Stiick ist ein wenig Bindegewebe in der Peripherie des 
Stiickes am Leben, dasselbe wachst auch auf eine geringe Strecke 
in das Koagulum hinein. Regenerationsvorgange, die zur Bildung 
von Zylindern in den im peripheren Teil des transplantierten 
Stiickes liegenden Nierenkanilchen fiihren, sind vorhanden; auch 
finden sich in einigen Nierenkanalchenzellen und in Zellen, die ganz 
in der Peripherie des transplantierten Stiickes liegen, Mitosen. 

Vier Gewebsstiicke wurden unter Sauerstoff gehalten. In 
dem ersten Stiick wachsen in und iiber das Koagulum Zellen, 
die Mitosen zeigen. In den in der Peripherie liegenden 























Bed. des Sauerstoffs fiir das Wachstum der Gewebe von Saugetieren. 109 


Nierenkanilchen findet eine zur Zylinderbildung fiihrende Rege- 
neration des Epithels statt. AuBerdem sind einige Nieren- 
kanalchen und Glomeruli erhalten, ohne eine Regeneration zu 
zeigen. In dem zweiten Stiick findet eine Regeneration von 
Nierenkanalchenepithel statt, das auch um das transplantierte 
Stiick herumwiachst. Zwischen einigen Nierenkanalchen wiachst 
Bindegewebe. In dem dritten und vierten Stiick sind relativ 
betrichtliche Teile erhalten. Um das transplantierte Stiick 
wachsen Zellen und in das Koagulum wiichst Bindegewebe 
hinein. In den Nierenkanalchen findet die zur Zylinderbildung 
fiihrende Regeneration statt. Im ganzen sind die unter Sauer- 
stoff liegenden Stiicke besser erhalten als die Kontroll- 
stiicke. 

Versuch 36. In dem ersten Kontrollstiick sind gewisse 
Nierenkanalchen am Leben, ohne Regeneration zu zeigen. In 
der Peripherie des transplantierten Stiickes sind vacuolire, 
lebende Nierenepithelzellen vorhanden. 

Um die in der Peripherie des transplantierten Stiickes liegen- 
den Nierenkanalchen findet nur eine geringe Regeneration statt. 
In das Koagulum wachsen sich verzweigende Bindegewebszellen. 

Das zweite und dritte Stiick sind groBenteils nekrotisch ; 
in den peripheren Teilen der Stiicke finden sich einige vacuolare 
Nierenepithelzellen. Die zur Zylinderbildung fiihrenden Wachs- 
tumserscheinungen sind nicht vorhanden. 

In den vier unter Sauerstoff befindlichen Stiicken ist das 
periphere Bindegewebe am Leben und wachst in das Koagulum 
hinein. Einige Bindegewebszellen teilen sich mitotisch. In den in 
der Peripherie liegenden Nierenkanalchen findet die zur Zylinder- 
bildung fiihrende Zellenbildung statt. AuBerdem sind ganze 
Kaniilchen gut erhalten, ohne da® Zylinderbildung stattfindet; 
in einigen Nierenepithelzellen finden sich Mitosen. Ganz ahn- 
lich verhalten sich drei andere Stiicke, doch wachst nur in 
einem dieser letzteren Bindegewebe in das Koagulum hinein. 

In diesem Versuch sind die Stiicke unter Sauerstoff aktiver 
und besser priserviert als die unter Luft befindlichen Kontroll- 
stiicke. 

In einem anderen Versuch waren gréBere Teile in der 
Peripherie der unter Sauerstoff befindlichen Stiicke am Leben 
als in den Kontrollstiicken. 














110 L. Loeb und M. 8. Fleisher: 


In einem vierten Versuch, in dem nur ein Stiick unter 
Sauerstoff gehalten wurde, war kein merklicher Unterschied 
zwischen den unter O gehaltenen und den Kontrollstiicken 
vorhanden. 

b) Kaninchenniere und Koagulum des Kaninchen- 
plasmas; die Stiicke werden auf allen Seiten von einer 
Schicht des Koagulums umgeben. Die Stiicke befinden 
sich hier also unter fast anaeroben Bedingungen. 

Versuch 33. In den unter Luft gehaltenen beiden 
Kontrollstiicken wird nur nekrotisches Gewebe gefunden. In 
dem ersten der unter Sauerstoff gehaltenen Stiicke sind peri- 
phere Teile am Leben, insbesondere Bindegewebszellen. Nieren- 
kanalchenzellen sind am Leben, aber vacuolair. Auch findet 
sich die zur Zylinderzellenbildung fiihrende Neubildung von 
Nierenkanalchenzellen. 

Das zweite Stiick ist ahnlich, nur wachsen hier auch einige 
Zellen in das Koagulum hinein und in den peripher gelegenen 
Zellen finden sich Mitosen. 

In Versuch 34 ist das unter Luft und von allseitig 
umgebender Koagulumschicht gehaltene Stiick nekrotisch. In 
dem entsprechenden unter Sauerstoff gehaltenen Stiick sind peri- 
phere Teile am Leben; hier findet sich die zur Zylinderbildung 
fiihrende Neubildung von Nierenkanadlchenzellen. Uber und in 
das Koagulum wachsen Zellen hinein, dieselben sind teilweise 
phagocytisch. Insbesondere wachsen auch Bindegewebszellen 
in das Koagulum hinein. In den im Koagulum befindlichen Zellen 
finden sich Mitosen. 

In diesen Versuchen ist der Unterschied zwischen unter 
einer Schicht von Koagulum und unter Luft gehaltenen Ge- 
weben einerseits und unter Sauerstoff gehaltenen Geweben 
andererseits sehr markant. Es scheint, als ob der Sauerstoff 
imstande ware, die anaerobe Wirkung, die durch die Um- 
schlieBung mit Koagulum erzielt wird, aufzuheben. Doch be- 
darf es weiterer Versuche, um diesen Schlu8 sicherzustellen. 

c) Méusecarcinom und Koagulum des Kaninchen- 
plasmas. Das Gewebe liegt an der Oberfliche des Koa- 
gulums. . 

Versuch 34. In dem ersten Kontrollstiick ist der periphere 
Teil des transplantierten Stiickes am Leben, aber dieser lebende 
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Bezirk ist kleiner als in den entsprechenden Versuchen mit 
Sauerstoff. Vacuolire Tumorzellen wachsen in das Koagulum 
und wohl auch in nekrotische Tumorteile hinein; diese Carcinom- 
zellen sind Phagocyten und nehmen Fremdkérper auf; auch sind 
Mitosen vorhanden. Die drei anderen Stiicke verhalten sich 
wie das erste. In einem derselben wachsen auch Bindegewebs- 
zellen in das Koagulum hinein; hier sind Riesenzellen vor- 
handen. 

In drei Stiicken, die unter Sauerstoff gehalten wurden, 
sind gréBere periphere Gebiete am Leben. An verschiedenen 
Stellen ist auch das Bindegewebsstroma am Leben. In das 
Koagulum dringen Zellen ein; dieselben sind phagocytisch. 
Es sind viele Mitosen sichtbar, darunter auch unregelmaBige. 
Das vierte Stiick war in den peripheren Teilen gut erhalten, 
doch war nur wenig Bindegewebe am Leben; die Zahl der 
Mitosen war geringer. Das Gewebe wuchs nicht in das Koagu- 
lum hinein. 

Die Quantitat des erhaltenen Gewebes und die Zahl der 
Mitosen sind gréBer in den unter Sauerstoff, als in den unter 
Luft gehaltenen Kontrollstiicken. 

Versuch 36. In dem ersten Kontrollstiick war eine be- 
trachtliche periphere Zone am Leben, Zellen dringen eine kleine 
Strecke weit in das Koagulum ein. Eine Mitose ist sichtbar. 

In den drei anderen Stiicken ist nur ein kleiner peripherer 
Bezirk am Leben. GefaBendothelium ist erhalten. Vacuolire 
Zellen wachsen in das Koagulum hinein. 

In dem ersten der unter Sauerstoff gehaltenen Stiicke ist 
nur ein kleiner peripherer Bezirk am Leben; einige Zellen wachsen 
iiber und in das Koagulum hinein. In den sieben anderen 
Stiicken ist ein gréBerer Bezirk am Leben als in Luftatmosphare, 
die Zellen dringen in das Koagulum ein und meist ist eine 
gréBere Zahl von Mitosen vorhanden. 

Wir sehen also, daB eine Sauerstoffatmosphire an Stelle 
von Luft fiir die Gewebsstiicke giinstig ist. 

d) Hoden des Kaninchens und Koagulum des Ka- 
ninchenplasmas. 

Versuch 35. In dem ersten Kontrollstiick ist Gewebe 
{Hodenkanalchen und interstitielles Gewebe) am Leben, aber 
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in geringerer Menge als in den unter Sauerstoff gehaltenen 
Stiicken. Einige Hodenepithelzellen sind vakuolér. In das 
Koagulum wachst Bindegewebe. In den vier anderen Stiicken 
ist der Befund ahnlich, doch ist mehr peripheres Bindegewebe 
erhalten, und dasselbe wachst stirker in das Koagulum hinein. 
In einem Stiick war eine Mitose in einer Hodenkanialchenzelle 
sichtbar. 

In den drei unter Sauerstoff liegenden Stiicken ist die Zahl 
der erhaltenen Hodenkanilchen in der Peripherie des Stiickes 
gréBer als in den Stiicken unter Luft. In einigen Kanilchen 
sind alle Epithelzellen am Leben. Ebenso ist interstitielles 
Gewebe am Leben. Bindegewebe wiichst in das Koagulum. In 
demselben sind viele Mitosen vorhanden. In einem Stiick findet 
sich auch eine Mitose in einer Hodenkanilchenepithelzelle. 

Auch in diesem Versuch hat eine Sauerstoffatmosphire 
einen giinstigen EinfluB auf das transplantierte Gewebsstiick. 
Es mag hier noch hinzugefiigt werden, daB es an- 
scheinend nicht zu einer Neubildung von Spermatozoen 
in dem transplantierten Hodenstiickchen kam, wohl 
aber bildeten sich aus den Hodenepithelzellen zu- 
weilen Riesenzellen. 

In einem anderen Versuch war ebenfalls unter Sauerstoff 
etwas mehr Gewebe erhalten als in den Kontrollstiicken, aber 
der Unterschied war nicht betrachtlich. 

Wir finden also, daB in der Mehrzahl der Ver- 
suche Erhéhung der Sauerstoffspannung die Zahl der 
am Leben bleibenden Zellen vergréBert und ebenso 
auch die Zahl der Mitosen vermehrt. 

Zusammenfassung. In in Nahrmedien (Koagula) ge- 
haltenen Gewebsteilen von Séugetieren ist eine gewisse Sauerstoff- 
spannung nétig, falls die Gewebsteile am Leben erhalten werden 
sollen. Falls Sauerstoff vollstandig oder fast vollstandig fehlt, 
héren nicht nur die Wachstumserscheinungen und die phagocytare 
Tatigkeit der Zellen auf, sondern die Zellen sterben ab. Falls 
der Sauerstoff, der den Zellen zu Gebote steht, dadurch ver- 
ringert wird, daB die Gewebsstiicke mit einer diinnen Schicht 
des Koagulums bedeckt werden, wird sowohl das Wachstum 
der Zellen als auch die Zah] der am Leben bleibenden Zellen 
verringert. Stiicke von Carcinom und von normalen Organen 
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werden im gleichen Sinne beeinflu8t; ebensowenig kann ein 
durchgreifender Unterschied zwischen Epithel und Bindegewebe 
in dieser Hinsicht festgestellt werden. Doch ist méglicherweise 
Bindegewebe etwas resistenter gegen O-Mangel als Epithel. 
Vermehrung der Sauerstoffspannung in der das Koagulum be- 
deckenden Atmosphiare vergréBerte in der Mehrzahl der Ver- 
suche die Zone des peripheren lebenden Gewebes; auch scheint 
sie Wachstumsvorgange (Mitosen) zu vermehren. Hierbei ist 
aber zu beriicksichtigen, daB bei unserer Versuchsanordnung 
der Sauerstoff der Luft nur mit einer verhaltnismaBig ge- 
ringen Zahl von Zellen direkt in Kontakt kommt. 
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Zur Kenntnis des Antipneumins. 
Von 
F. Battelli und L, Stern. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Genf.) 
(Bingegangen am 31, Julé 1911.) 
Mit 1 Figur im Text. 


I. 

Wir haben letzthin als Antipneumin’) eine Substanz be- 
zeichnet, die in einer groBen Anzahl von Tiergeweben vor- 
kommt und die die Eigenschaft besitzt, die Intensitét der 
Hauptatmung der Gewebe herabzusetzen. Wir hatten schon 
friiher beobachtet, daB der wasserige Auszug mehrerer Gewebe 
(Lunge, Milz, Pankreas, Gehirn) den Gaswechsel der Muskeln 
herabsetzt*). Wir hatten auch gefunden, daB die diese Ver- 
minderung bewirkende Substanz durch Sieden zerstért, durch 
Essigséure gefallt wird usw. 

Soweit uns bekannt ist, sind bisher von keiner Seite Unter- 
suchungen iiber das Antipneumin gemacht worden. 

In vorstehender Arbeit setzen wir die Resultate unserer 
neuesten Untersuchungen iiber das Antipneumin auseinander. 
Das Interesse, das das Studium des Antipneumins bietet, wird 
am Schlusse dieser Arbeit in den allgemeinen Betrachtungen 
eingehender erértert werden. 

AuBer dem Antipneumin existiert in den Geweben eine 
andere Substanz, das Pnein, die im Gegensatz zum Anti- 
pneumin die Intensitét der Hauptatmung steigert. Wir sind 


1) Battelli und Stern, L’antipneumine dans les -tissus animaux, 
Soo. de Biol. 70, 838, 1911. 
*) Soc. de Biol. 62, 596, 1907. 
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zur SchluBfolgerung gelangt, daB die Hauptatmung ohne die 
Mitwirkung des Pneins nicht zustande kommen kann. Man kénnte 
annehmen, da$ das Antipneumin in der Weise wirkt, daB es 
die Wirkung des Pneins aufhebt. Ware diese Annahme richtig, 
so miiBte das Antipneumin als Antipnein bezeichnet werden. 

Es ist aber wahrscheinlich, da8 die Wirkung des Anti- 
pneumins sich nicht gegen das Pnein richtet und da8 es sich 
somit nicht um einen direkten Antagonismus zwischen den 
beiden Substanzen handelt. Die Bezeichnung Antipneumin 
setzt keine besondere Bedeutung in bezug auf den Wirkungs- 
mechanismus voraus. 

Das Pnein ist von uns in einer jiingst erschienenen Arbeit *) 
eingehend untersucht worden. Wir wollen hier nur daran er- 
innern, daB alle Gewebe Pnein zu enthalten scheinen, da8 aber 
namentlich die Muskeln diese Substanz in groBer Menge ent- 
halten. Das Pnein wird durch Siedehitze nicht zerstért und 
durch verdiinnte Saéuren nicht gefillt, wodurch es méglich ist, 
dasselbe vom Antipneumin zu trennen. 


II. Methode. 
a) Allgemeine Methode. 


Die allgemeine Methode ist dieselbe, die wir in unseren friiheren 
Untersuchungen iiber die Gewebeatmung, die Alkoholoxydase usw. be- 
nutzt haben. Die Gewebesuspension wird in eine groBe Flasche gebracht 
und in einer Sauerstoffatmosphire energisch geschiittelt. Eine Flasche 
dient als Kontrollprobe. In die andere Flasche wird das Antipneumin- 
praparat hineingebracht. Wahrend der ganzen Versuchsdauer tauchen 
die Flaschen in das Wasser eines Thermostaten. Am Ende des Versuchs 
wird die aufgenommene Sauerstoffmenge und die produzierte Kohlensaure- 
menge nach den iiblichen Methoden berechnet. 

Wenn der Gasaustausch in der das Antipneuminpraparat ent- 
haltenden Flasche kleiner ist, als in der Kontrollprobe, so schlieBt man 
daraus, daB im gegebenen Priparate Antipneumin enthalten ist. 


b) Wahl und Zubereitung des Gewebes (Reagens). 
Wahl des Reagens. Wir bezeichnen als Reagens das Gewebe, 
auf das das Antipneumin einwirken soll. Man kann alle Gewebe be- 
nutzen, die eine energische Hauptatmung bewahrt haben. 
Wir haben mehrmals darauf hingewiesen, daB8 die Mehrzah! der aus 
dem Schlachthofe bezogenen Gewebe die Hauptatmung véllig oder fast 
vollig verloren haben, wenn sie ins Laboratorium gebracht werden, d. h. 


1) Diese Zeitechr. 38, 315, 1911. 
Biochemische Zeitachrift Band 36. 9 
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11/, Stunden nach dem Tode der Tiere. Die Muskeln und die Niere des 
Rindes bilden eine Ausnahme hiervon. 

Unter den Geweben der Laboratoriumstiere (Hund, Kaninchen, 
Meerschweinchen und Tauben) sind die einen in zu geringer Menge vor- 
handen, wahrend die anderen einen zu schwachen Gaswechsel aufweisen, 
so daB sie als Reagens nicht gut verwendbar sind, wie z. B. die Lunge 
und die Milz. Die Muskeln des Kaninchens und des Meerschweinchens 
besitzen gewéhnlich eine schwache Atmungsfahigkeit und sind somit ein 
schlechtes Reagens. Die Muskeln des Hundes und der Taube, die Leber 
und die Niere des Hundes und des Kaninchens, das Gehirn des Hundes 
kénnen hingegen zu den Untersuchungen iiber das Antipneumin verwandt 
werden. 

Aus praktischen Griinden haben wir in der Mehrzahl unserer Ver- 
suche die Muskeln des Rindes und des Pferdes, die Leber des Hundes 
und die Niere des Rindes benutzt. Diese Gewebe weisen mehrere Vor- 
ziige auf, und zwar besitzen sie einen energischen Gaswechsel und kénnen 
auBerdem in groBer Menge zur Verwendung gelangen. Immerhin sind 
die Muskeln des Rindes und des Pferdes vorzuziehen. 

Zubereitung der Gewebe. Die Zubereitung der Muskeln des 
Rindes und des Pferdes ist sehr einfach. In der Mehrzahl unserer Ver- 
suche haben wir das Zwerchfell benutzt. Der Muskel wird so schnell 
wie méglich nach dem Tode des Tieres entnommen. Im Sommer wird 
derselbe sofort auf Eis gelegt. Nach Entfernung des Fettes und des 
Bindegewebes wird der Muskel in einer Fleischhackmaschine fein zer- 
rieben und darauf in eine die Suspensionsfliissigkeit enthaltende Flasche 
gebracht und energisch geschiittelt. 

Die Leber des Hundes wird sofort nach dem Verbluten des Tieres 
entnommen und im iibrigen wie die Muskeln behandelt. 

Die Niere des Rindes wird in gleicher Weise wie die Muskein des 
Rindes und des Pferdes behandelt. Um aber die Wirkung des Anti- 
pneumins auf die Niere des Rindes wahrnehmen zu kénnen, ist es not- 
wendig, die Atmungstatigkeit derselben durch Zusatz von Pnein zu akti- 
vieren. Die Flasche, in die die fein zerriebene Niere hineingebracht 
wird, mu8 also eine gewisse Menge wisserigen Muskelauszuges enthalten 
(100 com z. B. fiir je 50 g Niere). 


c) Bestimmung des Antipneumins in den Geweben. 


Wir haben bereits gesagt, daB alle Gewebe Pnein zu enthalten 
scheinen. Der wisserige Auszug eines Gewebes wird infolgedessen die 
Hauptatmung eines gegebenen Gewebes steigern oder herabsetzen kénnen, 
je nachdem die Wirkung des Pneins oder des Antipneumins die vor- 
herrschende ist. 

In gewissen Geweben, wie der Milz des Hundes oder des Hammels, 
den Hoden des Schafes, den Lymphdriisen des Rindes u. a. herrscht das 
Antipneumin vor. Wird der wisserige Auszug der eben genannten Ge- 
webe ohne jede weitere Vorbehandlung su den Muskeln des Rindes oder 
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des Pferdes hinzugesetzt, so wird die Atmungstatigkeit derselben stark 
herabgesetzt. Hingegen kann in anderen Gewebeausziigen (z. B. der 
Leber und der Niere) die Wirkung des Antipneumins nur schwach her- 
vortreten oder durch die Gegenwart von Pnein vdéllig verdeckt werden. 

Wie wir auBerdem sehen werden, hemmen die Phosphate, wenn sie 
eine gewisse Konzentration erreichen, die Wirkung selbst gréGBerer Mengen 
des Antipneumins. Durch Zusatz des wisserigen Auszuges eines ge- 
gebenen Gewebes wird die Konzentration der Phosphate des Reaktions- 
gemisches betrichtlich gesteigert. Dieser Umstand mu8 in Betracht ge- 
zogen werden, namentlich wenn die Menge des hinzugefiigten Gewebe- 
auszuges groB ist. 

Aus diesen Griinden ist es vorzuziehen, den durch Behandeln des 
wiisserigen Auszuges mit Essigsiure erzielten Niederschlag zu verwenden. 
Man verfabrt hierbei folgendermaBen. 

Das zerriebene Gewebe wird mit dem zweifachen Volumen Wasser 
versetzt; man schiittelt ungefahr 10 Minuten lang durch und preBt es 
sodann durch ein Leinwandtuch. Starkes Auspressen ist zu vermeiden, 
da sonst die Menge der in der Suspension befindlichen festen Teilchen 
vergréBert werden kénnte. Zu empfehlen ist auch, die susgepreBte 
Fliissigkeit durch Zentrifugieren von den darin enthaltenen festen Teil- 
chen zu befreien. Die Fliissigkeit wird mit Essigsiure bis zu einer Ge- 
samtkonzentration von 1,5: 1000 versetzt. Der dadurch entstehende 
Nucleoproteidniederschlag reiBt das Antipneumin mit. Man zentrifugiert 
und wischt den Niederschlag mit mehreren Volumen 0,1°/, iger Essig- 
sdure. Der gewaschene Niederschlag wird mit Wasser verdiinnt und mit 
einer verdiinnten NaOH-Lésung neutralisiert. Man setzt sodann die 
nétige Menge Wasser hinzu, um das urspriingliche Volumen des Auszuges 
herzustellen, oder auch nur ein Drittel oder die Hilfte des Volumens, 
falls der Niederschlag klein ist, wie es z. B. beim Muskelauszuge der 
Fall ist. 

Die auf diese Weise erhaltene Fliissigkeit wird zum Reagens hinzu- 
gesetzt, an dem die Wirkung des Antipneumins untersucht werden soll. 


d) Die Alkalinitét des Mediums. 


Die Hauptatmung der Gewebe vollzieht sich bei alkalischer Re- 
aktion viel energischer als bei neutraler. 

Gewisse Gewebe, wie z. B. die Muskeln des Rindes, weisen on 
starksten Gaswechsel in Gegenwart von Na,CO;, 12H,O in einer Kon- 
ventration von 4 bis 5: 1000 auf. Diese Substanz weist jedoch den 
Nachteil auf, daB man die bei der Zersetzung dieses Salzes entstehende 
Kohlensiure gesondert bestimmen mu. In den Versuchen, in denen 
Na,CO, verwandt wurde, haben wir uns darauf beschrinkt, die Sauer- 
stoffaufnahme allein zu messen. In anderen Versuchen haben wir NaOH 
in einer Gesamtkonzentration von 0,5 bis 0,7:1000 benutzt, und in diesen 
Versuchen haben wir gleichzeitig die Sauerstoffaufnahme und die Kohlen- 
séiureentwicklung bestimmt. 

9° 
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In der Mehrzahl unserer Versuche haben wir 50 g Gewebe (Muskel, 
Niere, Leber) und 120 cem Fliissigkeit benutzt. Bei der Berechnung der 
Gesamtkonzentration des Na,CO, sowie des NaOH wird 1 g Gewebe 
wie 1 ccm Wasser betrachtet. Infolgedessen wird ein Gemenge von 
50 g Gewebe und 120 com Wasser 0,085 g NaOH enthalten miissen. 

Es ist selbstverstindlich, daB bei der Berechnung der Gesamtmenge 
der Fliissigkeit das Antipneuminpraparat teilweise das Wasser ersetzen 
muB, damit die Fliissigkeitsmenge fiir ein gegebenes Gewicht Gewebe 
stets dieselbe bleibe (z. B. 120 ccm Fliissigkeit fiir je 50 g Muskel). 


III, Quantitative Bestimmung des Antipneumins, 


Die quantitative Bestimmung des Antipneumins kann nur eine ver- 
gleichende sein. Als Vergleichsobjekt haben wir den wisserigen Auszug 
der Hammelmilz benutzt, nachdem wir uns durch zahlreiche Versuche 
iiberzeugt hatten, daB die in der Hammelmilz enthaltene Antipneumin- 
menge eine ziemlich konstante ist. Der gréBeren Sicherheit wegen be- 
nutzt man eine Mischung mehrerer Milzextrakte, und zwar werden 5 bis 
6 Hammelmilzen zerrieben und mit dem zweifachen Volumen Wasser ver- 
setzt Der so erhaltene Auszug wird mit Essigsiure behandelt, wie wir 
es bereits bei der Beschreibung der Methode auseinandergesetzt haben. 

In der Mehrzahl unserer Versuche, betreffend die quantitative Be- 
stimmung des Antipneumins in den Geweben, haben wir als Antipneumin- 
einheit die Wirkung von 10 oder 20 ccm wasserigen Auszugs von Hammel- 
milz auf 50 g Gewebe (Reagens) betrachtet. 

Als Reagens haben wir in den betreffenden Versuchen stets Mus- 
keln von Rind oder Pferd benutzt. Der Gehalt an Antipneumin wird 
in einem gegebenen Gewebe durch die Wirkung gemessen, die verschie- 
dene Mengen seines wisserigen Auszuges auf die Hauptatmung des Re- 
agens ausiiben, im Vergleich zur Wirkung des in 10 oder 20 ccm Aus- 
zuges von Hammelmilz enthaltenen Antipneumins. Wenn z. B. das in 
50 oder 100 com Leberauszug enthaltene Antipneumin dieselbe Wirkung 
ausiibt wie das in 10 und 20 ccm Milzauszug enthaltene Antipneumin, 
so schlieBt man hieraus, daB die Leber 5 mal weniger Antipneumin ent- 
halt als die Milz. 

Es bleibt allerdings noch fraglich, ob simtliches Antipneumin mit 
dem Nucleoproteidniederschlage mitgerissen wird. Man kann nur be- 
haupten, daB der gréBte Teil des Antipneumins mitgerissen wird. In 
der Tat scheint der von den Nucleoproteiden befreite Auszug von Milz, 
Leber, Hoden, Lunge usw. die Fahigkeit, den Gaswechsel des Muskels 
zu vermindern, vdéllig verloren zu haben. Allerdings ist dies kein ab- 
soluter Beweis fiir die vollstandige Fallung des Antipneumins, da kleine 
Antipneuminmengen in der Fliissigkeit durch das Pnein und die Phos- 
phate maskiert sein kénnten. . 

Ein weiterer Beweis fiir die Faillung des gréBten Teils des Anti- 
pneumins wird durch folgenden Versuch geliefert. Wenn zu der von 
den Nucleoproteiden durch Essigsiure befreiten Flissigkeit ein mit Alkali 
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vorbehandelter Milzauszug hinzugesetzt wird (siehe Kapitel: Die Eigen- 
schaften des Antipneumins) und darauf die Mischung neutralisiert wird, 
so enthalt der hierbei entstehende Niederschlag keine Spur von Anti- 
pneumin. Das Antipneumin scheint somit ganz oder zum gréBten Teil 
in dem Nucleoproteidniederschlage enthalten zu sein. 

Die Gewebe, deren Antipneumingehalt wir untersucht haben, 
stammten teils von Schlachthaustieren, teils von Tieren, die im Labo- 
ratorium durch Verbluten getétet wurden, Wir haben durch zahlreiche 
Versuche zu bestimmen gesucht, ob das Antipneumin in den Geweben 
nach dem Tode der Tiere eine Veranderung erleidet, und haben gefunden, 
daB in den Geweben des Hundes die Antipneuminmenge mehrere Stunden 
nach dem Tode des Tieres dieselbe ist wie unmittelbar nach dem Tode. 
Desgleichen erfahrt auch die Antipneuminmenge in den Geweben des 
Hammels, des Pferdes usw. keine Verinderung nach dem Tode des be- 
treffenden Tieres. 

Das Antipneumin bleibt also in den Geweben laingere Zeit nach 
dem Tode intakt. Es ist mithin nicht notwendig, die Gewebe unmittel- 
bar nach dem Tode des Tieres zu untersuchen. 

Die durch 20 com mit Essigsiure behandelten Milzauszuges vom 
Hammel bewirkte Verminderung des Gasaustausches der Muskeln ist 
ungefahr dieselbe wie die durch arseniges Natrium in einer Konzentration 
von 1: 10000 hervorgerufene. Immerhin ist dieses Resultat nicht kon- 
stant und wechselt ein wenig nach dem Reagens. Aus dem Grunde ist 
es vorzuziehen, trotz einiger Vorteile an Stelle einer giftigen Substanz 
von bestimmter Konzentration den Milzauszug von Hammel als Ver- 
gleichseinheit bei der quantitativen Bestimmung des Antipneumins zu 
benutzen. 


IV. Wirkung des Antipneumins auf die Hauptatmung des 
Muskels, der Leber des Hundes und der Niere des Rindes. 


In der Tabelle I stellen wir die Resultate einiger typischer Ver- 
suche zusammen, worin das aus verschiedenen Geweben stammende Anti- 
pneumin auf die Hauptatmung des Rindermuskels, der Hundeleber und 
der Rinderniere einwirken gelassen wurde. 

Wie wir es bereits gesagt haben, wurden die Muskeln und die Niere 
des Rindes ungeféhr 90 Minuten nach dem Tode des Tieres verwandt. 
Die Niere allein ohne weiteren Zusatz weist einen nur geringen Gas- 
wechsel auf. Um die Atmungstitigkeit derselben zu steigern, mu8 man 
etwas Pnein hinzusetzen, z. B. 100 com wisserigen Muskelauszuges fiir 
je 50 g Niere. 

Die Leber des Hundes wird unmittelbar nach dem Tode des Tieres 
entnommen und ohne Pneinzusatz benutzt. In der Mehrzahl der Fille 
stellt die Hundeleber ein ziemlich gutes Reagens fiir das Antipneumin 
dar. Aber in mehreren Fallen erweist sich die Hundeleber als ein schlechtes 
Reagens, weil dieses Gewebe schon an und fiir sich recht groBe Anti- 
pneuminmengen enthilt, so da8 das hinzugesetzte Antipneumin nur ge- 
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ringen Einflu8 hat. Die Niere des Rindes hingegen enthalt nur geringe 
Antipneuminmengen. 

Die Alkalinitat des Reaktionsgemisches wurde durch Na,CO;, 12H,O 
in einer Gesamtkonzentration von 4:1000 oder durch NaOH in einer Kon- 
zentration von 0,5:1000 erzielt. In den Versuchen, in denen Na,CO, 
sur Verwendung kam, geben wir bloB die Sauerstoffaufnahme an. 

Die Werte, die sich auf die angewandten Antipneuminmengen be- 
ziehen, bezeichnen die Zahl der Kubikzentimeter des Extraktes der mit 
2 Volumen Wasser behandelten Gewebe. So bedeutet zum Beispiel ,,Milz 
von Hammel: 10 ccm“, daB das benutzte Antipneumin durch Behandeln 
von 10 ccm Milzauszug mit Essigsiure in einer Konzentration von 
1,5:1000 bereitet worden war. 


Tabelle I. 

Wirkung des aus einigen Geweben stammenden Antipneumins auf 

den Gaswechsel der Muskeln, der Leber und der Niere. Die Dauer des 
Schiittelns betrug 30 Minuten und die Temperatur des Thermostaten 
40°. Die Flaschen sind mit reinem Sauerstoff gefiillt. Die Niere des 
Rindes ist mit 100 com wisserigen Muskelauszuges versetzt. 
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Die in der Tabelle I angefiihrten Versuche zeigen deut- 
lich die hemmende Wirkung des Antipneumins auf die Haupt- 
atmung der Gewebe. 

Einige Gewebe, wie die Milz des Hammels, sind sehr reich 
an Antipneumin. Die aus 4 g Milz stammende Antipneumin- 
menge geniigt bereits, um den Gaswechsel von 50 g Muskel 
bedeutend herabzusetzen. 

Das Antipneumin ist nicht imstande, die Atmungstatigkeit 
unter ein gewisses Minimum herabzusetzen. Ist dieses Minimum 
erreicht, so erzielt man keine weitere Verminderung, wie groB 
auch die hinzugefiigte Antipneuminmenge sei. 

Wir wollen hier nicht uabemerkt lassen, daB das Anti- 
pneumin sowohl die Sauerstoffaufnahme als auch die Kohlen- 
séureentwicklung herabsetzt; der respiratorische Quotient er- 
leidet hierbei keine Veranderung. 


V. Der Antipneumingehalt der verschiedenen Gewebe. 
Ahnliche Versuche, wie die in der Tabelle I zusammengestellten, 
haben uns gestattet, den Antipneumingehalt der verschiedenen Gewebe 


zu bestimmen. 
In der Tabelle II stellen wir die Durchschnittswerte der erzielten 


Ergebnisse zusammen. 


Tabelle II. 
Durchschnittsmengen der verschiedenen Gewebeausziige (in Kubik- 
zentimetern), die nétig sind, um dieselbe Antipneuminwirkung hervor- 
zubringen wie 20 ccm Milzauszug vom Hammel. 
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Die in dieser Tabelle angefiihrten Zahlen bezeichnen die Anzahl 
von Kubikzentimetern des wiasserigen Auszuges des Gewebes, die ndétig 
ist, um dieselbe Antipneuminwirkung auszuiiben, wie das von 20 ccm 
Milzauszug vom Hammel stammende Antipneumin. Fiir die Leber des 
Pferdes finden wir zum Beispiel die Zahl 120. Dies bedeutet, da 120 oom 
Leberauszug vom Pferd mit Essigsiure behandelt werden miissen, um 
einen Niederschlag zu liefern, der auf die Atmungstatigkeit der Muskeln 
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wie der von 20 com Milzauszug vom Hammel stammende Niederschlag 
wirken soll. Alle Ausziige werden durch Zusatz von 2 Volumen Wasser 
zum zerriebenen Gewebe und durch Behandeln des wisserigen Auszuges 
mit Essigsiure bereitet, wie es in der Methode (§c) angegeben ist. 

Jede Zahl entspricht einem Durchschnittswerte von mindestens 
5 Versuchen, d. h. die betreffenden Gewebe wurden an mindestens 5 ver- 
schiedenen Individuen derselben Tiergattung untersucht. 

Als Reagens haben wir stets 50 g Rindermuskel benutzt. 

In dieser Tabelle sind die Muskeln fortgelassen, weil die 
darin enthaltene Antipneuminmenge sehr gering ist. Es ist 
sogar zweifelhaft, ob es sich hier tiberhaupt um Antipneumin 
handelt. Fiigt man zu 400 ccm wasserigen Muskelauszuges vom 
Rind oder Pferd Essigsiure in einer Gesamtkonzentration von 
1,5: 1000 hinzu, so bildet sich ein Niederschlag, der den Gas- 
wechsel der Muskeln nur wenig oder iiberhaupt nicht vermin- 
dert. Dasselbe Resultat erzielt man, wenn man durch Zusatz 
von mit Alkali vorbehandeltem Milzauszug und darauffolgendes 
Neutralisieren einen Niederschlag im Muskelauszuge hervorruft 
(siehe Kapitel iiber die Eigenschaften des Antipneumins). 
Der auf diese Weise erhaltene Niederschlag hat keinen oder 
einen nur geringen EinfluB auf die Atmungstatigkeit der Muskeln. 

Der wiasserige Auszug des Hunde- oder Hammelherzens zeigt 
dasselbe Verhalten wie der Auszug der Muskeln. Das darin ent- 
haltene Antipneumin ist sehr gering, wenn es iiberhaupt existiert. 

Die in der Tabelle II zusammengestellten Werte sind, wie 
wir bereits gesagt haben, Durchschnittswerte. Die individuellen 
Abweichungen sind nicht groB, aber doch ziemlich ausgesprochen 
und erreichen bisweilen 100°/,. Immerhin scheinen die in der 
Milz enthaltenen Antipneuminmengen viel konstanter zu sein, 
als die in den tibrigen Geweben enthaltenen. 

Bei naherer Betrachtung der in der Tabelle II zusammen- 
gestellten Zahlen bemerkt man, da bei allen Tieren die Milz 
das an Antipneumin reichste Gewebe ist. Die Menge des in 
einem bestimmten Gewebe enthaltenen Antipneumins kann je 
nach der Tiergattung verschieden sein. So enthalt zum Beispiel 
die Rinderniere weniger Antipneumin als die Pferdeniere, 
wahrend die Leber der beiden Tiergattungen .— gleiche 
Antipneuminmengen besitzt. 

Im allgemeinen 148t sich beobachten, daB unter den ver- 
schiedenen daraufhin untersuchten Tieren namentlich die 
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Gewebe des Hundes die gréS8ten Antipneuminmengen ent- 
halten. 

Wir halten es fiir nicht iiberfliissig, zu bemerken, da8 
unsere quantitativen Bestimmungen des Antipneumins in den 
Monaten Mai und Juni ausgefiihrt sind. Es ist nicht unmég- 
lich, daB die Menge des in den Geweben enthaltenen Anti- 
pneumins je nach der Jahreszeit wechselt. 

Man kénnte den Antipneumingehalt der Gewebe mit ihrem 
Gehalt an anderen spezifischen Substanzen, die einige Eigen- 
schaften mit dem Antipneumin gemein haben, vergleichen. Wir 
wollen hier nur die Thrombokinase erwaihnen, weil die Zu- 
bereitung derselben nach demselben Verfahren geschieht, wie 
die Bereitung des Antipneumins. Das in Pulverform darge- 
stellte Antipneumin enthalt somit gleichzeitig auch Thrombo- 
kinase, ein Umstand, der von Nachteil sein kénnte, wenn man 
das Antipneumin intravenés einspritzen wollte. Ebenso wie 
das Antipneumin wird die Thrombokinase durch Alkoholbehand- 
lung vernichtet, vom Nucleoproteidniederschlag mitgerissen 
und kann durch Verdampfen im Vakuum in Pulverform dar- 
gestellt werden. Der Gehalt der verschiedenen Gewebe an 
Thrombokinase ist eingehend von Horneffer*) untersucht 
worden. 

Aus der Betrachtung der von Horneffer gefundenen 
Werte ergibt sich ohne weiteres, daB zwischen dem Gehalt an 
Antipneumin und dem Gehalt an Thrombokinase in einem ge- 
gebenen Gewebe kein Zusammenhang besteht. So ist zum 
Beispiel der Thymus des Hammels (der nur Spuren von Anti- 
pneumin enthalt) viel reicher an Thrombokinase als die Gewebe 
des Hundes (Milz, Lunge usw.). 


VI. Untersuchungen iiber das Vorkommen von Antipneumin 
im Blute. 

Es war von Wichtigkeit, festzustellen, ob im Blute Antipneumin 
enthalten sei, denn die Begriffe, die wir uns iiber die Rolle des Anti- 
pneumins im lebenden Organismus bilden kénnen, wiirden verschieden 
sein, je nachdem das Blut Antipneumin enthalt oder nicht. 


1) Horneffer, Recherches sur les substances de |’organisme qui 
activent on qui retardent la coagulation du sang. Trauvaux du labo- 
ratoire de Physiologie del’ Université de Genéve8, 1908—1909. 
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In unseren friiheren Arbeiten haben wir gezeigt, da8 eine von Serum 
befreite Blutkérperchenlésung fiir die Atmung der Muskeln ebenso giinstig 
ist, wie eine geeignete Lésung von Na,0O, oder eine mit Phosphaten ver- 
setzte NaOH-Lésung. Wenn dem Muskel defibriniertes Blut hinzugesetzt 
wird, beobachtet man in einigen Fillen, daB der Gasaustausch ebenso 
energisch ist wie in Gegenwart von serumfreien Blutkérperchen; in 
anderen Fillen hingegen ist die Atmungstatigkeit des Muskels bei Zu- 
satz von Blut geringer als bei Zusatz von serumfreien Blutkérperchen"). 
Diese Versuchsergebnisse lieBen den Schlu8 zu, da8 im Blutserum eine 
oder mehrere Substanzen enthalten sind, die den Gaswechsel des Mus- 
kels herabzusetzen vermégen. Wir haben untersucht, ob es méglich sei, 
die Gegenwart von Antipneumin im Serum festzustellen. 

Zar Feststellung des Antipneumins im Serum kann die Nieder- 
schlagsbildung durch Essigsiure nicht benutzt werden, denn der durch 
Zusatz von Essigsiure entstehende Niederschlag ist sehr gering und bil- 
det sich nur allmahlich. Wir haben es also vorgezogen, im Serum durch 
Zusatz alkalisch gemachten Milzauszuges und darauffolgendes Neutrali- 
sieren einen groBen Niederschlag hervorzurufen. 

In den hierher gehérigen Versuchen hat der auf diese Weise be- 
reitete Niederschlag die Atmungstatigkeit des Muskels nicht zu vermindern 
vermocht. Wir kénnten somit schlieBen, daB unter normalen Bedingungen 
das Blutserum keine merklichen Antipneuminmengen enthilt. 

Eine charakteristische Eigenschaft des Antipneumins ist das Haften 
an den in den Fliissigkeiten entstehenden Niederschlagen. Wir glaubten 
daher, daB das Antipneumin bei der Blutgerinnung durch das Fibrin 
adsorbiert sein kénnte und suchten zu entscheiden, ob das Fibrin Anti- 
pneumin enthilt. 

10 oder 15 g Fibrin von Hammel-, Rinder- oder Pferdeblut wurden 
fein zerrieben und hierauf zu 50 g Muskel hinzugesetzt. In einigen Ver- 
suchen war die Atmungstatigkeit des Muskels hierdurch nicht verandert, 
in einigen anderen Versuchen war eine leichte Verminderung des Gas- 
wechsels zu verzeichnen; doch konnte diese Verminderung auf Rechnung 
einer mechanischen Wirkung des Fibrins gesetzt werden. 

Das Fibrin wurde auBerdem durch Einwirkung von Pepsin -+- HCl 
in einer Konzentration von 1: 1000 wiahrend 1 Stunde bei 20° geldst. 
Die Verdauungsfliissigkeit hatte auf den Gaswechsel des Muskels keiner- 
lei Einflu8. Wie wir in friiheren Versuchen beobachtet hatten, wird das 
Antipneumin durch HCl in einer Konzentration von 1: 1000 nicht zer- 
stért. Es scheint somit, da8 das Blutfibrin kein Antipneumin enthilt. 

Aus dem soeben Angefiihrten ergibt sich die SchluBfolgerung, daB 
unter normalen Bedingungen das Blut keine meBbaren Antipneumin- 
mengen enthilt. Es ist natiirlich nicht ausgeschlossen, da8 unter ge- 
wissen Bedingungen die an Antipneumin reichen Organe diese Substanz 
an das Blut abgeben kénnten. Wenn wir jedoch die in vitro erzielten 
Versuchsresultate auf den lebenden Organismus iibertragen wollten, so 


1) Journ. de Physiol. et Pathol. générale 9, 34, 1907. 
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miiBten wir bemerken, daB das Blut recht groBe Antipneuminmengen 
enthalten miiBte, um den Gaswechsel des Muskels betriachtlich herabsetzen 
zu kénnen. 


VII. Eigenschaften des Antipneumins. 


Die Mehrzahl der Versuche, deren Ergebnisse wir in diesem 
Kapitel wiedergeben werden, sind mit Antipneuminlésungen 
ausgefiihrt, die durch Behandlung des wisserigen Milzauszuges 
vom Hammel mit Essigsiure in einer Gesamtkonzentration von 
1,5: 1000 erhalten wurden, wie es in der Methode beschrieben 
ist. Mehrere Versuche sind mit Antipneumin anderer Organe 
(Gehirn, Leber usw.) gemacht worden und haben dasselbe Re- 
sultat ergeben. 

Zerstérung des Antipneumins durch héhere Tem- 
peraturen. Die Antipneuminlésungen von gegen Lackmus- 
papier neutraler Reaktion wurden 20 Minuten lang der Ein- 
wirkung verschiedener Temperaturen ausgesetzt. 

Das auf 50° erhitzte Antipneumin verliert sehr wenig von 
seiner Wirksamkeit. Bei 55° ist die Abschwachung schon deut- 
lich; bei 60° ist die Wirksamkeit des Antipneumins zum gréB- 
ten Teil vernichtet, und bei 65° ist das Antipneumin villig 
inaktiviert. 

Zerstérung des Antipneumins durch Alkalien und 
Saéuren. Das Antipneumin bleibt in einer 0,1°/,igen Lésung 
von NaOH oder HCl 15 Minuten lang véllig intakt. Es wird 
aber véllig vernichtet, wenn die Konzentration des HCi oder 
des NaOH 2:1000 erreicht. In diesen Versuchen wurde das 
aus 20ccm Milzauszug vom Hammel stammende Antipneumin 
mit 50 ccm NaOH- oder HCl-Lésung versetzt. 

Widerstand des Antipneumins gegen die Pepsin- 
verdauung. Einwirkung gréBerer Pepsinmengen in Gegenwart 
von HCl in einer Konzentration von 0,8: 1000 wahrend 1 Stunde 
bei 38° schadigt das Antipneumin nicht merklich. Diese Ver- 
suche iiber die Wirkung des Pepsins sind leicht auszufiihren, 
da das Pepsin keinen Einflu8 auf die in alkalischem Medium 
stattfindende Atmung der Gewebe ausiibt. Hingegen bietet das 
Studium der Wirkung des Trypsins auf das Antipneumin eine 
nicht unbedeutende Schwierigkeit, da es nicht méglich ist, das 
Trypsin zu entfernen, das seinerseits die Hauptatmung der Ge- 
webe stark herabsetzt. 
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Dialyse. Das Antipneumin dialysiert nicht oder dialysiert 
nur sehr langsam. 

Die NiederreiBung des Antipneumins durch Nieder- 
schlage. Wir haben bereits gesehen, daB das Antipneumin 
eines Gewebeauszuges ganz oder zum gréBten Teil im Nucleo- 
proteidniederschlage enthalten ist. Das Antipneumin kann auch 
durch andere Niederschlige mitgerissen werden. Ganz gute 
Resultate hat uns folgende Methode geliefert. Der wisserige 
Auszug der Milz, der Leber oder der Niere, der durch Zusatz 
von 2 Volumen Wasser zum Gewebe erhalten wird, wird mit 
NaOH bis zu einer Gesamtkonzentration von 2: 1000 versetzt. 
Man 148t 30 Minuten lang im Kontakt. Das Antipneumin 
wird hierdurch vollig zerstért, wie wir es bereits gesagt haben. 
Man fiigt 1 Volumen dieser Fliissigkeit zu 2 Volumen frischen 
Milzauszuges hinzu und neutralisiert hierauf mit HCl. Es ent- 
steht ein groBer Niederschlag. Man zentrifugiert. Der Nieder- 
schlag scheint saimtliches Antipneumin zu enthalten, wahrend 
der etwas triibe fliissige Teil vdéllig frei von Antipneumin ist. 

In der Tat enthalt der auf diese Weise hergestellte Nieder- 
schlag dieselbe Antipneuminmenge wie die entsprechende Menge 
des durch Essigsiure behandelten Milzauszuges. Andererseits 
erhalt man, wenn man nach Entfernung des Niederschlages 
zum fliissigen Teil Essigsiure bis zu einer Konzentration von 
1,5: 1000 hinzufiigt, einen Niederschlag, der aber keine Spur 
von Antipneumin enthilt. 

Zerstérung des Antipneumins durch Alkohol oder 
Aceton. Der Milzauszug wird mit 2 Volumen Alkohol oder 
Aceton behandelt, zentrifugiert und der Niederschlag im Vakuum 
iiber Schwefelsiure getrocknet. Der auf diese Weise bereitete 
Niederschlag hat nicht mehr die Fahigkeit, den durch die Haupt- 
atmung bedingten Gaswechsel herabzusetzen. Die Zerstérung 
des Antipneumins ist nicht die Folge des Trocknens, da man 
bekanntlich das Antipneumin in Pulverform darstellen kann. 

Das Antipneumin hat kein proteolytisches Ver- 
mégen. In den hierher gehérigen Versuchen wurde teils das 
aus dem Milzauszuge mit Essigsaure frisch gefallte Antipneumin, 
teils das in Pulverform dargestellte Antipneumin- benutzt. Das 
Antipneumin wurde auf das Fibrin bei 38°, bei neutraler, leicht 
alkalischer oder leicht saurer Reaktion einwirken gelassen. In 
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einigen Fallen wurde kein Antisepticum hinzugesetzt, und der 
Versuch dauerte in dem Falle nicht mehr als 4 Stunden. In 
anderen Fallen wurde Chloroform als Antisepticum hinzugesetzt 
und der Versuch iiber 24 Stunden ausgedehnt. 

In keinem dieser Fille war eine verdauende Wirkung des 
Antipneumins auf Fibrin zu verzeichnen. 

Natur des Antipneumins. Das Antipneumin weist 
mehrere Fermenteigenschaften auf; es ist wasserléslich, wird 
durch héhere Temperaturen inaktiviert, kann in trockenem 
Zustande dargestellt werden, wird durch Niederschlaige nieder- 
gerissen usw. Doch kann nicht mit Bestimmtheit behauptet 
werden, daB es sich um ein Ferment handelt, da wir weder 
die Wirkungsart noch die Substanzen, auf die es einwirkt, noch 
die Verinderung, die diese Substanzen erleiden, kennen. Weitere 
Versuche sind nétig, um die Natur des Antipneumins besser 
bestimmen zu kénnen. 


VIII. Darstellung des Antipneumins. 


Um das Antipneumin in Pulverform darzustellen, wahlt man natiir- 
lich die an Antipneumin reichsten Gewebe. Die Milz des Hammels z. B. 
eignet sich vorziiglich dazu. 

Das Antipneumin kann durch Alkohol- oder Acetonbehandlung der 
Gewebe oder deren Ausziige nicht dargestellt werden, da, wie wir bereits 
gesagt haben, diese Substanzen das Antipneumin vernichten. 

Um das Antipneumin in Pulverform darzustellen, benutzen wir 
folgendes Verfahren. Der erste Teil des Verfahrens ist derselbe wie der 
in der Methode (§ c) beschriebene. Der Milzauszug wird mit Essigsiure 
angesaiuert und zentrifugiert. Der Niederschlag wird mit 0,1°/,iger Essig- 
siure gewaschen und von neuem zentrifugiert. Der Niederschlag wird 
durch Filterpapier gepreBt und hierauf im Vakuum iiber Schwefelséure 
getrocknet. 

Man erhilt auf diese Weise ein braiunliches Pulver, das alle Eigen- 
schaften des Antipneumins aufweist. Dieses Pulver behialt seine Wirk- 
samkeit lingere Zeit intakt. Die Wirksamkeit des Antipneuminpulvers 
ist ungefahr zweimal kleiner als die Wirksamkeit des zur Herstellung 
des Pulvers benutzten Gewebeauszuges. 0,20 bis 0,30 g Antipneumin- 
pulver sind nétig, um eine energische Herabsetzung des Gaswechsels von 
50 g Muskel zu erzielen. 


IX. EinfluB der Versuchsdauer auf die Wirkung des Anti- 
pneumins. 


In den hierher gehérigen Versuchen wurde das Antipneumin un- 
mittelbar vor dem Beginne des Schiittelns hinzugesetzt. 
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In der Tabelle III stellen wir die Resultate einer typischen Ver- 
suchsreihe zusammen. In diesem Versuche wurde die Alkalinitat des 
Mediums durch Zusatz von Na,CO,, 12 H,O in einer Konzentration von 
4: 1000 erzielt, und wir geben infolgedessen nur die Werte, die sich auf 
die Sauerstoffaufnahme beziehen, an. 


Tabelle III. 

Einflu8 der Dauer des Schiittelns auf die Wirkung des Antipneu- 
mins. Das zu den Reaktionsgemischen hinzugefiigte Antipneumin ent- 
sprach einer aus 50 com Milzauszug vom Hammel stammenden Menge. 
Die Flaschen sind mit reinem Sauerstoff gefiillt; die Temperatur des 
Thermostaten betriigt 39°. 














Auf- 
Reagierendes . : Dener des _genommener 

Gewebe Antipneumin Schiittelns | Sauerstoff 
Minuten | ecm 
Muskel vom Rind 00 a ae 
idem Antipneumin 10 28 
idem 00 20 58 
idem Antipneumin 20 41 
idem 00 30 | 81 
idem Antipneumin 30 50 
idem 60 | 117 
idem Antipneumin 60 68 





Die Resultate des soeben angefiihrten Versuches kénnen 
durch nebenstehende Kurve (Fig. 1) wiedergegeben werden. 

Man erzielt ein analoges Resultat, wenn man das Anti- 
pneumin auf die Hauptatmung der Rinderniere einwirken laBt. 

Die Untersuchungen zeigen deutlich, daB die Wirkung des 
Antipneumins keine unmittelbare ist. In den ersten 10 Minuten 
des Schiittelns ist der EinfluB desselben auf den Gaswechsel 
recht unbedeutend. Im Laufe des Versuches tritt die Anti- 
pneuminwirkung mehr und mehr hervor. 

In diesen Versuchen wurde das Antipneumin unmittelbar 
vor dem Beginne des Schiittelns zum Muskel hinzugesetzt. Das 
Resultat ist ein anderes, wenn man das Antipneumin einige 
Zeit vor dem Schiitteln, 10 Minuten zum Beispiel, zum Muskel 
hinzusetzt. In dem Falle tritt die Antipneuminwirkung schon 
nach einer Schiitteldauer von 10 Minuten deutlich zutage. 

Die Wirkungslosigkeit des Antipneumins wahrend der ersten 
10 Minuten des Schiittelns kénnte auf zweierlei Art erklart 
werden. Man kénnte erstens annehmen, da8 das Antipneumin, 
um wirken zu kénnen, in das Innere der Zelle eindringen miiBte, 
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was eine gewisse Zeit erfordern wiirde. Zweitens kénnte man 
auch annehmen, daB die Veranderungen des Atmungsprozesses 
unter dem Einflusse des Antipneumins sich nur nach und nach 
einstellen. Es ist wahrscheinlich, daB die beiden Faktoren zu- 
gleich wirken. 
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Fig. 1. 
Intensitét der Muskelatmung in Gegenwart von Antipneumin (unter- 
brochene Linie) oder ohne Antipneuminzusatz (volle Linie). Die Ordi- 
naten bezeichnen die Werte (in ccm) des aufgenommenen Sauerstoffs. 
Die Abszisse gibt die Zeit (in Minuten) wieder. 


X. Stérender Einflu8 der Phosphate und des Blutes auf die 
Wirkung des Antipneumins. Wirkungslosigkeit der Chloride. 


Die hemmende Wirkung des Antipneumins auf die Hauptatmung 
der Gewebe wird durch Zusatz von Phosphaten deutlich vermindert. 
Dieser Einflu8 der Phosphate bietet ein ganz besonderes Interesse, wenn 
man in Betracht zieht, daB in den Zellen der verschiedenen Gewebe der 
gréBte Teil der Salze aus Phosphaten besteht. 

In den hierher gehérigen Versuchen haben wir eine Mischung von 
NaOH in einer Konzentration von 0,7: 1000 und von gegen Lackmus- 
papier amphoter reagierendem Natriumphosphat benutzt. Die Phosphat- 
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lésung wurde durch Neutralisierung von Phosphorsiure mit NaOH 
bis zu amphoterer Reaktion (gegen Lackmuspapier) hergestellt. Die 
Phosphatkonzentration wurde als P,O, berechnet. 

Bei der Berechuung der NaOH- und P,O;-Konzentrationen wurde 
1 g Gewebe wie 1 com Fliissigkeit betrachtet. 

In den Versuchen, in denen der EinfluB des Blutes untersucht 
wurde, wurde weder NaOH noch Na,CO, zum Blute hinzugefiigt. 

In der Tabelle IV stellen wir die Resultate einiger typischer Ver- 
suche zusammen. In der Reihe, wo die P,O,-Konzentrationen angegeben 
sind, ist die Gegenwart von NaOH nicht erwahnt, aber mit einbegriffen. 


Tabelle IV. 


Einflu8 der Phosphate und des Blutes auf die Wirkung des Anti- 
pneumins. In allen Versuchen, auegenommen diejenigen, in denen Blut 
benutzt wurde, ist die Alkalinitét des Reaktionsgemisches durch Zusatz 
von NaOH in einer Gesamtkonzentration von 0,7: 1000 bewirkt. Die 
iibrigen Versuchsbedingungen sind dieselben wie in der Tabelle I. 























we! 32 
Reagierendes Blut oder b 23 23 
Gewebe P,O,-Konzen- Antipneumin 3 | 5 Es 
50 g tration an 29 
— Se i Sree ea ee = diate ecm ccm 
Muskel vom Rind 00 00 75 | 84 
idem 00 Milz vom Hammel: 20 com | 48 | 65 
idem P.O, 1: 4000 00 79 | 86 
idem idem Milz vom Hammel : 20 com} 61 | 77 
idem idem idem :40 com] 45) 63 
idem P,0,; 1: 2000 00 76 | 82 
idem idem Milz vom Hammel: 40 com | 56) 74 
idem idem idem : 80 com] 44 61 
Muskel vom Rind | P,O, 1 : 2000 00 87 91 
idem idem Milz vom Hammel: 20 com] 88 | 94 
idem idem idem :40 com} 70 | 78 
idem idem idem : 80 com] 46) 59 
idem P,O, 1: 1000 90 | 93 
idem idem Milz vom Hammel: 20 ccm | 93 | 95 
idem idem idem :40 com] 94 97 
idem idem idem : 80 ccm] 63 | 72 
Muskel vom Rind 00 80 | 94 
idem 00 Milz vom Hammel: 15 com | 53 | 72 
idem 00 idem : 30 com] 44) 67 
idem 00 idem : 60 com | 42 65 
idem Blut von 
Hammel 00 92 | 129 
idem idem Milz vom Hammel: 15 com | 89 | 125 
idem idem idem : 30ccom] 75 | 114 
idem idem idem : 60 com] 50) 94 





Ahnliche Resultate wie die in der Tabelle IV angefiihrten 
sind mit der Rinderniere erhalten worden. 
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Die in dieser Tabelle zusammengestellten Versuche zeigen 
deutlich, daB in dem MaBe, wie die Phosphatkonzentration ge- 
steigert wird, die zur Herabsetzung des Gaswechsels der Gewebe 
notige Antipneuminmenge ebenfalls gesteigert werden muB. 

Es muB bemerkt werden, daB die Muskeln allein eine 
recht bedeutende Phosphatmenge enthalten. Es ist sehr wahr- 
scheinlich, daB, wenn man den Versuch in Abwesenheit dieser 
priexistierenden Phosphate ausfiihren kénnte, die Verminde- 
rung des Gaswechsels der Muskeln schon durch sehr geringe 
Antipneuminmengen erzielt werden kénnte. 

Das Blut zeigt ein ahnliches Verhalten wie die Phosphate. 
Die stérende Wirkung des Blutes auf das Antipneumin ist im 
allgemeinen geringer als die der Phosphate in einer Konzen- 
tration von 1:1000 P,O,. 

Das Natriumchlorid in einer Konzentration von 3 bis 
5:1000 hat keinerlei Einflu8 auf die Wirkung des Antipneumins. 
Wir halten es fiir iiberfliissig, die negativen Resultate der dies- 
beziiglichen Versuche hier anzufihren. 

Die Frage, in welcher Weise das Blut und namentlich die 
Phosphate die Antipneuminwirkung verhindern, bietet ein ge- 
wisses Interesse. Die Erklirungen kénnen einstweilen nur 
hypothetischer Natur sein, da wir bis jetzt noch keine posi- 
tiven Kenntnisse tiber den Wirkungsmechanismus des Anti- 
pneumins auf den AtmungsprozeB besitzen. 

Man koénnte glauben, da8 das Antipneumin eine Ver- 
bindung mit einer fiir die Atmung des Muskels notwendigen 
Substanz bildet. In dem Falle kénnte man annehmen, dab 
die Phosphate die Bildung dieser Verbindung verhindern oder 
auch dieselbe zerstéren. Man kénnte aber auch annehmen, 
da8 das Antipneumin den AtmungsprozeB angreift, und in dem 
Falle kénnte die Wirkung der Phosphate darin bestehen, daB 
sie den AtmungsprozeB gegen den schidlichen EinfluB des 
Antipneumins schiitzen. 

SchlieBlich kénnte man auch eine direkt zerstérende Wir- 
kung der Phosphate auf das Antipneumin annehmen. Doch 
ist diese letztere Annahme zu verwerfen. In der Tat bewirkt 
Zusatz von amphoterem Phosphat in einer Konzentration von 
2:1000 P,O, zu der Antipneuminlisung keine Abschwachung 


derselben, selbst wenn der Kontakt 2 bis 3 Stunden dauert. 
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Wird die Lésung mit Essigsiure gefallt, so findet man im 
Niederschlage die urspriingliche Antipneuminmenge vollkommen 
wieder. 


XI, EinfluB des vorangehenden Kontaktes zwischen Anti- 
pneumin und Geweben. 


Die hierhergehérigen Versuche sind hauptsichlich in der Absicht 
ausgefiihrt worden, den Wirkungsmechanismus des Antipneumins auf- 
zukliren. Der wichtigste hierbei in Frage kommende Punkt war fol- 
gender. Bewirkt das Antipneumin eine definitive Abschwichung des 
Atmungsprozesses oder ist diese Abschwichung eine voriibergehende, oder 
aber wirkt das Antipneumin nur durch seine Gegenwart, ohne das Ge- 
webe weiter zu verandern, und kann somit die Atmungstitigkeit der 
Gewebe, nach Entfernung oder Neutralisierung des Antipneumins, die 
urspringliche Energie wieder erlangen? 

Um dieses zu entscheiden, haben wir das Antipneumin auf den zer- 
riebenen Muskel einige Zeit einwirken lassen, bevor das Gewebe zum 
Atmen gebracht wurde und darauf die Wirkung des Antipneumins unter- 
brochen. Dies konnte auf zweierlei Art erzielt werden. 1. Das Anti- 
pneumin wurde durch Auswaschen des Muskels entfernt oder 2. die Anti- 
pneuminwirkung wurde durch Zusatz von Phosphaten in geniigender 
Konzentration unterbrochen. 

Erstes Verfahren. Diese Versuche wurden in folgender Weise 
ausgefiihrt. In zwei Flaschen A und B werden je 75 g frischen zer- 
riebenen Muskels vom Rind oder Pferd, sowie 200 com Wasser hinein- 
gebracht. Die Flasche A dient als Kontrolle, die Fliissigkeit besteht hier 
aus Wasser. In die Flasche B wird das aus 70 com Milzauszug vom 
Hammel stammende Antipneumin hineingebracht. In den beiden Flaschen 
wird zum Reaktionsgemisch Na,CO, bis zu einer Gesamtkonzentration 
von 1:1000 hinzugesetzt. Letzteres hat den Zweck, die Saure des 
Muskels zu neutralisieren und auf diese Weise die Atmungstatigkeit des- 
selben besser zu konservieren. Man J48t 20 Minuten lang bei einer 
Temperatur von 20° unter hiaufigem Schiitteln im Kontakt und preBt 
sodann das Ganze durch ein Leinwandtuch. Man erhilt auf diese Weise 
zwei Muskelriicksténde A und B von einem Gewichte von jo 50g. Zu 
jedem dieser Riicksténde fiigt man 130 ccm wasserigen Muskelauszuges 
vom Rind hinzu und alkalisiert mit einer Mischung von NaOH in einer 
Gesamtkonzentration von 1:1500 und amphoterem Natriumphosphat 
in einer Konzentration von 1:2000 P,0,;. Diese Phosphatkonzentration 
geniigt vollstaindig, die Wirkung der kleinen dem Muskelriickstande an- 
haftenden Antipneuminmengen zu verhindern. Die beiden Reaktions- 
gemische werden in einer Sauerstoffatmosphire bei ejner Temperatur 
von 38° energisch geschiittelt. In allen diesen Versuchen haben wir 
beobachtet, daB die Atmungsenergie der beiden Muskelriickstande A und B 
ungefahr die gleiche war. 
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Dasselbe Resultat erzielt man, wenn der Kontakt zwischen Anti- 
pneumin und Muskel bei einer Temperatur von 36° 10 Minuten lang 
dauert, bevor das Ganze durch ein Leinwandtuch ausgepreBt wurde. 
Wird die Kontaktdauer von 10 Minuten bei 36° oder von 20 Minuten 
bei 20° iiberschritten, so wird gewéhnlich der Gaswechsel des Muskel- 
riickstandes ziemlich niedrig und die Resultate sind weniger deutlich. 

Es mu8 hier bemerkt werden, da8 Zusatz von Antipneumin (aus 
30 ccm Milzauszug vom Hammel stammend) zu dem mit Muskelauszug 
versetzten Muskelriickstande die gewéhnliche Antipneuminwirkung her- 
vorbringt. 

Zweites Verfahren. In den hierhergehérigen Versuchen sind wir 
auf folgende Art vorgegangen: In zwei Flaschen A und B bringt man 
je 50 g Muskel von Rind und 130 com Fliissigkeit hinein. Die Flasche A 
dient als Kontrolle, die Filiissigkeit besteht hier aus Wasser. In die 
Flasche B wird Antipneumin hineingebracht. Zu den beiden Reaktions- 
gemischen wird auBerdem Na,CO, bis zu einer Gesamtkonzentration von 
1:1000 hinzugefiigt. Nach einem Kontakte von 10 Minuten wird die 
nétige Phosphatmenge hinzugefiigt, um eine Gesamtkonzentration von 
1,2: 1000, als P.O, berechnet, zu erzielen. Man fiillt sodann die Flaschen 
mit reinem Sauerstoff und verfaihrt im iibrigen wie gewéhnlich. 

Wir haben folgende Resultate erzielt. 

Findet der Kontakt zwischen Antipneumin und Muskel bei einer 
Temperatur von 4 bis 5° statt, so ist der Gaswechsel in den beiden 
Reaktionsgemischen A und B ungefihr derselbe, selbst wenn gréBere 
Mengen Antipneumin (entsprechend 80 ccm Milzauszug vom Hammel z. B.) 
verwandt wurden. 

Findet der Kontakt bei 20° statt, so sind die Resultate je nach 
den angewandten Antipneuminmengen verschieden. Fiigt man eine aus 
20 bis 25 com Milzauszug stammende Antipneuminmenge zum Muskel 
hinzu, so erzielt man keinerlei Wirkung: der Gaswechsel ist in den beiden 
Reaktionsgemischen A und B ungefahr derselbe. Fiigt man zum Muskel 
das Antipneumin aus 35 bis 40 com Milzauszug hinzu, so bemerkt man 
im entsprechenden Reaktionsgemische eine leichte Verminderung des Gas- 
wechsels. Diese Verminderung tritt noch deutlicher hervor, wenn die 
angewandte Antipneuminmenge 50 bis 60 ccm Milzauszug entspricht, und 
bei Anwendung von einer aus 70 bis 80 ccm Milzauszug stammenden 
Antipneuminmenge weist der Gaswechsel des Reaktionsgemisches B eine 
betrichtliche Verminderung auf. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB das mit dem Muskel in Kon- 
takt gebrachte Antipneumin viel energischer bei einer Temperatur von 
20° wirkt als bei einer Temperatur von 5°. 

Wir wollen nun sehen, auf welche Weise die Resultate dieser Ver- 
suche gedeutet werden kénnen. 

Die nach dem ersten Verfahren ausgefiihrten Kontaktversuche 
zeigen, daB es nach einem vorangehenden Kontakte von 20 Minuten bei 
20° geniigt, das Antipneumin zu entfernen, um die Wirkung des Anti- 
paeumins aufzuheben. in 
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Zur Erklarung dieses Resultates kénnen drei Hypothesen auf- 
gestellt werden: 1. das Antipneumin wirkt nur durch seine Gegenwart; 
2. bei einem Kontakte von 20 Minuten bei 20° oder von 10 Minuten 
bei 36° bewirkt das Antipneumin keine definitive Verinderung des 
Atmungsprozesses; 3. die Dauer des Kontaktes zwischen Antipneumin 
und Muskel ist nicht groB genug, damit die Wirkung des Antipneumins 
zur Geltung komme. 

Die erste Hypothese, wonach das Antipneumin durch seine bloBe 
Gegenwart wirkt, wird durch die nach dem zweiten Verfahren aus- 
gefiihrten Versuche widerlegt. In der Tat, wiirde es sich um eine ein- 
fache katalytische Wirkung handeln, so miiBte die Wirkung des voran- 
gehenden Kontaktes zwischen Antipneumin und Muskel durch Zusatz 
von Phosphaten in geniigender Konzentration voéllig aufgehoben werden. 
AuBerdem miiBte dasselbe Resultat erzielt werden, gleichgiiltig ob der 
Kontakt bei 20° oder bei 5° stattgefunden. 

Die zweite Hypothese, wonach das Antipneumin den AtmungsprozeB 
nicht definitiv veriindert, wird durch die nach dem ersten Verfahren aus- 
gefiihrten Versuche gestiitzt und auch durch die nach dem zweiten Ver- 
fahren ausgefiihrten Versuche nicht widerlegt. In der Tat haben wir ge- 
sehen, da8 wenn die mit dem Muskel im Kontakt gelassene Antipneumin- 
menge nicht zu groB ist, die durch den Kontakt verursachte Wirkung 
durch Zusatz von Phosphaten vollig vernichtet wird. In dem MaBe, wie 
die im Kontakt gelassene Antipneuminmenge zunimmt, tritt der EinfluB 
derselben mehr und mehr hervor. Dies kann leicht durch die Annahme 
erklart werden, daB die Phosphate in einer Konzentration von 1,2: 1000 
P,O, geniigen, um die Wirkung eincr aus 80 ccm Milzauszug vom Hammel 
stammenden Antipneuminmenge zu annullieren, wenn das Antipneumin 
unmittelbar vor dem Beginn des Atmungsversuches hinzugesetzt wird. 
Dieselbe Phosphatkonzentration erweist sich aber als ungeniigend, wenn 
zur Wirkung, die diese Antipneuminmenge durch ihre Gegenwart ausiibt, 
sich noch die voriibergehende, durch den vorherigen Kontakt bewirkte 
Abschwachung des Atmungsprozesses hinzugesellt. 

Nach der dritten Hypothese lieBen sich die Resultate der nach 
dem ersten Verfahren ausgefiihrten Versuche durch eine ungeniigende 
Kontaktdauer zwischen dem Antipneumin und dem Muskel erklaren. 
Das Antipneumin hatte somit nicht Zeit genug, um eine Wirkung hervor- 
zubringen. Diese Erklarung wird jedoch durch die nach dem zweiten 
Verfahren ausgefiihrten Versuche, sowie durch die im Kapitel X an- 
gefiihrten Versuche widerlegt. In der Tat haben wir in diesen Versuchen 
beobachtet, da8 bei Anwendung groBer Antipneuminmengen die Wirkung 
des vorangehenden 10 Minuten langen Kontaktes durch Zusatz von Phos- 
phaten nicht aufgehoben wird. Nun dauerte aber der Kontakt in den 
nach dem zweiten Verfahren ausgefiihrten Versuchen 20 Minuten bei 
einer Temperatur von 20°, also doppelt so lange, als in den nach dem 
ersten Verfahren ausgefiihrten Versuchen, und trotzdem bewirkte das 
Auswaschen des Muskels eine villige Vernichtung der Antipneumin- 
wirkung. AuBerdem haben wir im Kapitel X dieser Arbeit gezeigt, dab 
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nach einer Schiitteldauer von 10 Minuten bei 38° das Antipneumin deut- 
lich zu wirken beginnt. Dennoch bewirkt in den nach dem ersten Ver- 
fahren ausgefiihrten Versuchen das Auswaschen des Muskels nach einem 
10 Minuten wahrenden Kontakte bei 38° véllige Vernichtung der Anti- 
pneuminwirkung. 

Wir schlieBen also aus diesen Versuchen, daB die Resultate der 
nach dem ersten Verfahren ausgefiihrten Versuche sich einzig und allein 
durch die Annahme erklaren lassen, daB das Antipneumin den Atmungs- 
proze8 nicht definitiv angreift, wenigstens wenn die Dauer des Kontaktes 
20 Minuten bei 20° oder 10 Minuten bei 36° nicht tiberschreitet. Mit 
anderen Worten, die Antipneuminwirkung ist im Anfange reversibel. 

Natiirlich beweisen diese Versuche nicht, da8 die Wirkung auch 
dann eine reversible sein wiirde, wenn der Kontakt zwischen Antipneumin 
und Muskel von gréBerer Dauer wire. Um dies zu entscheiden, miiBte 
die Dauer des Kontaktes verlingert werden, aber der Muskel verliert bei 
langerem Verweilen im Wasser einen groBen Teil seiner Atmungsfihig- 
keit, namentlich, wenn die Temperatur etwas erhéht ist, 38° zum Beispiel. 
Wenn nun der Gaswechsel des Muskels auf diese Weise stark vermindert 
ist, kommt die Antipneuminwirkung nicht recht zur Geltung. Diese 
Labilitat des Atmungsprozesses verhindert es, die Dauer des vorangehenden 
Kontakts zwischen Antipneumin und Muskel zu verlingern und somit 
direkt in vitro zu entscheiden, ob auf die Dauer die Verinderung des 
Atmungsprozesses eine definitive ist. Wir werden sehen, daB wir auf 
Grund anderer Tatsachen zu der Annahme gelangen kénnen, daB bei 
einer lingeren Einwirkungsdauer das Antipneumin wahrscheinlich eine 
definitive Vernichtung des fundamentalen Atmungsprozesses hervor- 
bringt. 

Selbstverstandlich ware es von groBer Wichtigheit festzustellen, 
worin die Verinderung besteht, die das Antipneumin am Atmungsprozesse 
hervorbringt. Man kénnte zum Beispiel glauben, daB es sich um eine 
Stérung des Atmungsprozesses handelt, die im Anfange nicht definitiv 
ist, oder man kénnte annehmen, daS das Antipneumin sich mit einer 
fir die Atmung notwendigen Substanz verbindet; diese Verbindung wire 
ebenfalls anfangs reversibel. Die Versuche iiber den vorherigen Kontakt 
zwischen Antipneumin und Muskel kénnen uns keine Aufklirung geben, 
welche von diesen Annahmen die richtigere sei. 


XII. Es besteht kein direkter Antagonismus zwischen Pnein 
und Antipneumin. 

Die Intensitét der Hauptatmung kann unter gewissen Bedingungen 
durch das Pnein gesteigert und unter dem Einflusse des Anti- 
pneumins herabgesetzt werden. Man kénnte somit annehmen, dab 
zwischen diesen beiden Substanzen ein direkter Antagonismus bestehe 
und daB8 sie sich gegenseitig in ihrer Wirkung neutralisieren. 

Wir haben aber die Beobachtung gemacht, daS dieser direkte 
Antagonismus nicht besteht, denn das Pnein hat nicht die Fihigkeit, 








136 F. Battelli und L. Stern: 


die Wirkung des Antipneumins aufzuheben, wenn die Versuchsbedingungen 
richtig gewahlt sind. 

Die erste notwendige Versuchsbedingung ist, ein von Phosphaten 
méglichst freies Pnein zu verwenden, da, wie wir gesehen haben, die 
Phosphate die Wirkung des Antipneumins stéren. Es geniigt zu dem 
Zwecke, den gekochten wisserigen Muskelauszug mit einer Barytlésung 
zu behandeln und darauf zu filtrieren. Das Filtrat enthalt das Pnein; 
man neutralisiert mit HCl. 

Um mit Sicherheit beweisen zu kénnen, daB das Pnein die Wirkung 
des Antipneumins nicht aufhebt, mu8 man ein Gewebe verwenden, das 
das Maximum seiner Atmungsfahigkeit noch besitzt und das infolge- 
dessen durch Zusatz von Pnein nicht beeinfluBt wird. Man benutze z. B. 
recht frischen Muskel vom Rind oder Pferd. 

Der Versuch wird in folgender Weise ausgefiihrt: Die Flasche A 
enthalt 50g zerriebenen, recht frischen Rindermuskels; die Flasche B 
enthilt auBer dem Muskel das von 40 g Muskel gelieferte Pnein; die 
Flasche C enthalt auBer dem Muskel das von 10 g Hammelmilz gelieferte 
Antipneumin, und die Flasche D enthalt auBer dem Muskel die eben 
genannten Mengen von Pnein und Antipneumin. Man findet nun, daB> 
wenn der Gaswechsel in den Flaschen A und B die gleiche Intensitat 
aufweist (d.h. wenn der Gaswechsel des Muskels durch Pneinzusatz nicht 
gesteigert worden war), die Verminderung der Atmungstitigkeit in den 
Flaschen C und D den gleichen Wert aufweist. Zusatz von groBen 
Pneinmengen hat somit die Wirkung kleiner Antipneuminmengen nicht 
beeinfiuBt. 

Verwendet man an Stelle des Muskels Rinderniere, die 2 Stunden 
nach dem Tode des Tieres entnommen wurde, so bewirkt Zusatz von 
Pnein eine bedeutende Steigerung des Gaswechsels. Fihrt man nun den 
Versuch in der soeben beschriebenen Weise aus, so erzielt man folgendes 
Resultat. In der Flasche B, die die Niere und das Pnein enthilt, ist 
der Gaswechsel natiirlich gréBer als in der Flasche A, die kein Pnein 
enthalt. In der Flasche D ist der Gaswechsel natiirlich gréBer als in 
der Flasche C, aber bedeutend geringer als in der Flasche B. 

In diesem Versuche hat das Pnein eine Steigerung der Atmungs- 
tatigkeit der Niere bewirkt trotz der Gegenwart des Antipneumins, aber 
ohne die Wirkung desselben aufzuheben. In der Tat ist der Gaswecbsel 
in der Flasche D gréBer als der der Flasche C gewesen, einfach aus dem 
Grunde, weil die Niere allein, ohne Pneinzusatz, nicht mehr die maximale 
Atmungsfahigkeit aufwies. Der Antagonismus zwischen Pnein- und Anti- 
pneuminwirkung ist hier nur ein scheinbarer. 

Wird als Pnein an Stelle des von den Phosphaten befreiten Muskel- 
auszuges gewohnilicher, nicht vorbehandelter Muskelauszug verwandt, so 
wird die Antipneuminwirkung vermindert. Diese Wirkung wird durch 
die im Auszuge enthaltenen Phosphate bedingt. In der Tat beobachtet 
man eine analoge Wirkung, wenn man zum gekochten, von den Phos- 
phaten befreiten Muskelauszuge die urspriinglich darin enthaltenen Phos- 
phatmengen hinzusetzt. 
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XIII. Die Wirkung des Antipneumins auf die verschiedenen 
Oxydationsprozesse der Gewebe. 


Wir haben den Einflu8 des Antipneumins auf die ver- 
schiedenen Oxydationsprozesse untersucht, auf die wir die Wir- 
kung des Trypsins') studiert hatten. 

Akzessorische Atmung. Das Antipneumin, selbst in 
groBer Menge, hat keinen EinfluB auf die Intensitét der ak- 
zessorischen Atmung. So bewirkt z. B. Zusatz von aus 40g 
Hammelmilz bereitetem Antipneumin keine Anderung des Gas- 
wechsels von 50 g Pferde- oder Hammelleber, wenn das Gewebe 
5 bis 6 Stunden nach dem Tode des Tieres zur Verwendung 
kommt. 

Urikoxydase. Das Antipneumin beeinfluBt die Wirkung 
der Urikoxydase nicht. Zusatz von Antipneumin aus 40 g 
Hammelmilz setzt die oxydierende Wirkung von 50 g Pferde- 
leber oder Rinderniere auf Harnsiure nicht herab. 

Alkoholoxydase. Das Antipneumin hat keine Wirkung 
auf die Alkoholoxydase. Zusatz von Antipneumin aus 40 g 
Hammelmilz verindert nicht im geringsten die Intensitaét der 
durch 50 g Pferde- oder Hammelleber bewirkten Oxydation des 
Alkohols. 

Oxydation der Bernsteinsiure. Die Oxydation der 
Bernsteinséure durch die Tiergewebe wird durch das Anti- 
pneumin nicht beeinfluBt. So bewirkt Zusatz von Antipneumin 
aus 40 g Hammelmilz keine Verinderung der oxydierenden 
Wirkung von 50g Leber oder gewaschenem Muskel auf Bern- 
steinsaure. 

Oxydation der Citronensaéure. Das Antipneumin setzt 
die Oxydation der Citronenséure bedeutend herab. Wir haben 
in einer friiheren Arbeit®) gezeigt, daB das beste Verfahren, 
um die Oxydation der Citronensiure zu untersuchen, darin be- 
steht, die Citronenséure zum frischen, in gewOhnlichem Wasser 
suspendierten Muskel hinzuzufiigen, ohne Zusatz von alkalischen 
Substanzen. Unter diesen Versuchsbedingungen bewirkt Zusatz 
von Antipneumin aus 10 g Hammelmilz eine betrichtliche Ver- 
minderung der Citronensaéureoxydation durch 50 g Muskel vom 
Rind oder Pferd. 


1) Diese Zeitschr. 34, 263, 1911. 
2) Diese Zeitschr. 31, 478, 1911. 
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Dieses Resultat liefert einen neuen Beweis fiir die Identitat 
des die Citronensdéureoxydation und die Hauptatmung bewirken- 
den Prozesses. 


XIV. Allgemeine Betrachtungen. 


Die erste Frage, die sich aufdrangt, ist, welche Rolle das 
Antipneumin im lebenden Organismus spielt. 

Selbstverstandlich besitzen wir zurzeit noch nicht die Még- 
lichkeit, durch einen direkten Versuch die Funktion des Anti- 
pneumins im lebenden Organismus festzustellen, und kénnen uns 
bloB auf die in vitro erzielten Versuchsresultate stiitzen. 

Die gréBte Wahrscheinlichkeit bietet natiirlich die An- 
nahme, daB das Antipneumin bei der Regulierung der organi- 
schen Verbrennungen mitwirke. Je nachdem mehr oder weniger 
groBe Antipneuminmengen mit den bei der Atmung tatigen 
Zellteilen in Bertihrung kommen, wiirde eine gréBere oder kleinere 
Verminderung des Gaswechsels bewirkt werden. Sobald nun 
das Antipneumin die betreffenden Zellteile verlassen wiirde, 
kénnte die urspriingliche Atmungsenergie wiederhergestellt werden. 

Diese Annahme wiirde unhaltbar sein, wenn die durch das 
Antipneumin bewirkte Abschwichung des Atmungsprozesses 
keine voriibergehende sein wiirde. Wir haben aber gesehen, 
da8 die Antipneuminwirkung, wenigstens eine Zeitlang, reversibel 
ist. Man kénnte noch einwenden, da8 die Phosphatkonzen- 
tration in den Zellen groB genug ist, um die Wirkung des 
Antipneumins zu hindern. Wir haben aber gezeigt, dab, wenn 
die Phosphatkonzentration ansteigt, es geniigt, die Antipneumin- 
mengen zu steigern, um die gewdhnliche Antipneuminwirkung 
auf die Intensitét des Gaswechsels zu erzielen. Eine Herab- 
setzung der Atmungstatigkeit kénnte in den Geweben also doch 
durch das Antipneumin verursacht werden, wenn letzteres sich 
in geniigender Konzentration in den bei der Atmung mit- 
wirkenden Zellteilen befindet. Es ist ja iibrigens nicht aus- 
geschlossen, daB die Phosphatkonzentration in diesen Zellteilen 
zu- oder abnehmen kénnte, wodurch die Wirkungsstirke des 
Antipneumins eine Veranderung erfahren kénnte. 

Es ist uns nicht gelungen, Antipneumin im Blute nach- 
zuweisen. Es ist somit wahbrscheinlich, daB die Wirkung dieser 
Substanz sich auf die Gewebe beschrankt, in denen sie ent- 
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halten ist. Nun enthalten aber die Muskeln nur unmerkliche 
oder iiberhaupt keine Antipneuminmengen. Das Antipneumin 
scheint somit an der Regulierung der Muskelverbrennungen 
nicht teilzunehmen. . 

In einer Arbeit ttber das Pnein') haben wir die Ansicht 
ausgesprochen, daB das Pnein bei der Regulierung der Ver- 
brennungen eine Rolle spielen miiBte. Je nachdem der Kontakt 
zwischen dem Pnein und dem fundamentalen Atmungsprozesse 
mehr oder weniger intim wiirde, wiirden auch die Oxydationen 
mehr oder weniger energisch verlaufen. 

Bei der Regulierung der Muskelverbrennungen wiirde somit 
das Pnein allein mit Ausschlu8 des Antipneumins wirken. Die 
Muskeln sind iibrigens die an Pnein reichsten Gewebe. In den 
anderen Organen (Leber, Gehirn, Niere, Milz u. a.) wiirde die 
Regulation der Verbrennungen durch das gleichzeitige Mitwirken 
von Pnein und Antipneumin zustande kommen, denn all diese 
Organe enthalten die beiden eben genannten Substanzen zugleich. 

Die Schnelligkeit, mit der die Anderungen in der Intensitat 
der Verbrennungen eintreten, ist wahrscheinlich verschieden, je 
nachdem diese Anderungen durch das Pnein oder durch das 
Antipneumin bewirkt werden. 

Das Pnein, das eine leicht dialysierende Substanz ist, 
kénnte mit groBer Leichtigkeit in der Zelle von einem Teile 
zum andern wandern und auf diese Weise die Intensitat der 
Verbrennuugen sehr rasch veriindern. Wir wissen in der Tat, 
daB die Oxydationen in den Muskeln sozusagen momentan an- 
steigen, sobald der Muskel sich kontrahiert. Man kénnte selbst 
glauben, daB die Muskelkontraktion eine innigere Beriihrung 
zwischen Pnein und fundamentalem AtmungsprozeB zur Folge habe. 

Das Antipneumin, eine nicht dialysierende Substanz, miBte 
mit einer gewissen Schwierigkeit aus einem Teile der Zelle in 
den anderen diffundieren und mii8Bten demnach die durch diese 
Substanz bewirkten Verinderungen in der Intensitét der Ver- 
brennungen nur allmahlich zur Geltung kommen. Diese Hypo- 
these stiitzt sich auch auf die von uns gemachte Beobachtung, 
daB die Wirkung des den Geweben beigefiigten Antipneumins 
keine unmittelbare ist, sondern erst nach einigen Minuten zum 
Vorschein kommt. 

4) Diese Zeitschr. 33, 315, 1911. 
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Es fragt sich nun, wie der Umstand zu erklaren sei, daB 
die Muskeln und das Herz keine meBbaren Antipneuminmengen 
enthalten, wahrend alle anderen daraufhin untersuchten Organe 
Antipneumin aufweisen. Man kénnte annehmen, da8 in den 
Muskeln das Antipneumin iiberfliissig sei, weil hier die Regu- 
lierung der Verbrennungen durch die bei der Kontraktion be- 
wirkte Verainderung der Beziehungen zwischen dem Pnein und 
dem fundamentalen AtmungsprozeB geschehen kénnte. 

Selbstverstandlich kann die Mitwirkung des Pneins und 
des Antipneumins in der Regulierung der Verbrennungen nur 
in Form einer Hypothese aufgestellt werden; aber da wir bis 
jetzt keine Theorie zur Erklarung der eigentlichen Natur dieser 
Regulierung besitzen, erscheint unsere Hypothese einstweilen 
nicht unberechtigt. 

Was nun den Wirkungsmechanismus des Antipneumins be- 
trifft, so haben wir bereits an anderer Stelle gesagt, daB es 
unméglich ist, eine Antwort darauf zu geben, da wir die Natur 
des in der Hauptatmung wirkenden Prozesses selbst nicht 
kennen. Doch kann es als festgestellt betrachtet werden, da8 
das Antipneumin nicht direkt auf das Pnein wirkt. 

Spielt das Antipneumin bei dem Verschwinden der Haupt- 
atmung nach dem Tode eine Rolle? Wir haben noch keine 
diesen Punkt betreffenden speziellen Untersuchungen angestellt. 
Wir wollen darauf in einer spiteren Arbeit zuriickkommen. 
Wir kénnen aber hier gleich bemerken, da8 die an Antipneumin 
reichen Gewebe (Milz, Leber, Gehirn u. a.) recht schnell nach 
dem Tode ihre Hauptatmung verlieren. Die Muskeln hingegen, 
die keine merklichen Antipneuminmengen besitzen, behalten 
die Hauptatmung recht lange bei. Dasselbe gilt auch fiir die 
Rinderniere, die sehr wenig Antipneumin besitzt. Die Niere 
des Hundes und des Pferdes, die ziemlich reich an Antipneumin 
sind, verlieren die Hauptatmung recht schnell nach dem 
Tode. 

Ein weiteres Argument zugunsten der Annahme, da8 das 
Antipneumin bei dem Verschwinden der Hauptatmung eine 
Rolle spiele, ist die von uns gemachte Beobachtung, daB das 
Antipneumin auf die Oxydation der Bernsteinsiure durch die 
isolierten Gewebe keinen Einflu8 hat. Wie wir in einer friiheren 
Arbeit gezeigt haben, bleibt das Oxydationsvermégen der Ge- 
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webe gegeniiber der Bernsteinsiure sehr lange nach dem Tode 
konstant, waihrend die Oxydation der Citronenséure, die durch 
das Antipneumin herabgesetzt wird, zugleich mit der Haupt- 
atmung nach dem Tode verschwindet. 

Immerhin kann das Verschwinden der Hauptatmung nicht 
immer der Wirkung des Antipneumins zugeschrieben werden. 
So verliert z. B. der Herzmuskel sehr bald die Hauptatmung, 
trotzdem er kein oder fast kein Antipneumin enthilt. 

Nimmt man nun an, daB das Verschwinden der Haupt- 
atmung in der Mehrzahl der Gewebe durch die Einwirkung 
des Pneins verursacht wird, so entsteht die Frage, wie diese 
Annahme mit der Hypothese der Regulierung der Verbrennungen 
durch das Antipneumin in Einklang gebracht werden kénne. 
Es scheint uns jedoch, daB diese beiden Hypothesen einander 
nicht ganz ausschlieBen. Man kann ja voraussetzen, daB die 
Veranderungen, die das Antipneumin am Atmungsprozesse des 
lebenden Organismus hervorbringt, reversibel seien, wahrend 
diese Wirkung nach dem Tode infolge der verinderten Be- 
dingungen allmahlich eine definitive werde. 

Das Antipneumin bietet auch ein besonderes Interesse, 
wenn man es vom Standpunkte des Einflusses, den es auf die 
verschiedenen Oxydationsvorginge der Gewebe ausiibt, betrachtet. 
Die gewohnlichen Gifte (Blauséure, arsenige Saéure, Gallensalze, 
Fluornatrium, Aldehyde u. a.) wirken in mehr oder weniger 
starkem Grade auf alle Oxydationsvorginge. Das Trypsin hat 
keinen Einflu8 auf die Oxydationsfermente (Urikoxydase, Alkohol- 
oxydase u. a.) und die akzessorische Atmung, hingegen ver- 
mindert es schnell die Hauptatmung, die Oxydation der Citronen- 
siure, sowie der Bernsteinséure, d. h. alle Oxydationen, die 
durch die in Wasser unléslichen Teile der Zellen zustande ge- 
bracht werden. Das Antipneumin hat, wie wir bereits hervor- 
gehoben haben, keinen EinfluB auf die Oxydation der Bern- 
steinsiure, wahrend es die Hauptatmung, sowie die Oxydation 
der Citronensiure herabsetzt. Eine nihere Kenntnis der Wir- 
kungsart des Antipneumins wiirde dazu beitragen, den Unter- 
schied zwischen dem die Bernsteinsiureoxydation bewirkenden 
Prozesse einerseits und dem die Hauptatmung, sowie die Oxy- 
dation der Citronensiiure verursachenden Prozesse andererseits 
zu erklaren. 
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Es ist wohl kaum nétig, darauf hinzuweisen, daB die Ver- 
minderung des Gaswechsels im lebenden Tierorganismus auch 
durch andere Substanzen als das Antipneumin verursacht werden 
kann. Wir erinnern an die Gallensalze, die eine sehr starke 
hemmende Wirkung ausiiben kénnen. 


XV. Experimentelle Ergebnisse. 


1. Das Antipneumin ist eine in mehreren Geweben vor- 
kommende Substanz, die die Fahigkeit besitzt, die Intensitat 
der Hauptatmung zu vermindern. 

2. Die verschiedenen Tiergewebe besitzen nicht gleiche 
Antipneuminmengen. Die Muskeln und das Herz enthalten 
nur geringe Mengen oder vielleicht tiberhaupt kein Antipneumin. 
Alle anderen Gewebe enthalten merkliche Antipneuminmengen. 
Die Milz scheint das an Antipneumin reichste Organ zu sein. 

3. Es ist nicht gelungen, Antipneumin im Blute nach 
zuweisen. 

4. Das Antipneumin kann leicht in Form eines Pulvers, 
das recht lange seine Wirksamkeit behalt, dargestellt werden. 

5. In wiasseriger Lésung wird das Antipneumin durch Er- 
hitzen auf 65°, sowie durch Saéuren und Alkalien von mittlerer 
Konzentration vernichtet. Es widersteht hingegen der Pepsin- 
verdauung. Durch Behandeln mit Alkohol oder Aceton wird 
das Antipneumin zerstért. 

6. Das Antipneumin wird durch die in der Lésung hervor- 
gerufenen Niederschlige niedergerissen. 

7. Das Antipneumin dialysiert nicht. 

8. Das Antipneumin hat keine verdauende Wirkung auf 
Fibrin. 

9. Die Wirkung des Antipneumins wird durch Blut und 
namentlich durch Phosphate abgeschwacht oder verhindert. In 
dem MaBe, wie die Konzentration der Phosphate zunimmt, 
mu8 auch die Antipneuminmenge gesteigert werden, um eine 
hemmende Wirkung auf die Hauptatmung hervorzubringen. 

10. Das den Geweben beigefiigte Antipneumin wirkt nicht 
unmittelbar, die Verminderung des Gaswechsels tritt erst nach 
einigen Minuten hervor. 

11. Die Wirkung eines vorherigen, einige Minuten dauernden 
Kontakts zwischen dem Antipneumin und den Geweben wird 
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nach Entfernung des Antipneumins aufgehoben. Die Anti- 
pneuminwirkung auf die Atmung der Gewebe scheint somit 
reversibel zu sein, wenigstens wenn der Kontakt von nicht zu 
langer Dauer war. 

12. Das Antipneumin und das Pnein iiben eine entgegen- 
gesetzte Wirkung auf die Intensitét der Hauptatmung aus, 
doch besteht zwischen diesen beiden Substanzen kein direkter 
Antagonismus. 

13. Die hemmende Wirkung des Antipneumins auf die 
Hauptatmung betrifit sowohl die Sauerstoffaufnahme als auch 
die Kohlenséureentwicklung. Die Werte des respiratorischen 
Quotienten erleiden hierbei keine merkliche Verinderung. 

14. Das Antipneumin hat keinerlei EinfluB auf die ak- 
zessorische Atmung, die Alkoholoxydase, die Urikoxydase und 
die Oxydation der Bernsteinsiure. Es vermindert hingegen 
die Verbrennung der Citronensidure. 

15. Man kann die Hypothese aufstellen, daB das Anti- 
pneumin bei der Regulierung der Verbrennungen in den diese 
Substanz enthaltenden Geweben, sowie bei dem Verschwinden 
der Hauptatmung dieser Gewebe nach dem Tode eine Rolle 


spielt. 











Uber die Ausscheidung des Chinins beim Hunde und iiber 
eine neue Methode der quantitativen Chininbestimmung. 


Von 
Julius Katz. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 1. August 1911.) 


Die Alkaloide als kérperfremde Substanzen werden nach 
ihrer Einverleibung in den menschlichen und tierischen Orga- 
nismus von ihm auf verschiedene Weise ausgeschieden bzw. 
unschadlich gemacht. Diejenigen, die an sich leicht zersetz- 
lich sind, wie z. B. das Cocain, werden, in kleineren Mengen 
einverleibt, schon an der Aufnahmestelle gréBtenteils zerstért, 
so daB sie weder in den Ausscheidungen des Kérpers, noch 
auch, schon nach kurzer Zeit, im Kérper selbst mehr zu finden 
sind. Das andere Extrem sind die schwer zersetzlichen Alka- 
loide, wie z. B. das Strychnin. Sie werden in der Leber fixiert, 
so daB sie nicht mit ihrer gesamten Menge sogleich wirken 
kénnen, und werden spiter nach und nach unverandert durch 
die Nieren wie auch den Speichel, den Schwei8B, die Galle und 
die Milch ausgeschieden. Andere wiederum, wie z. B. das 
Coffein, werden zu noch sehr nahe verwandten Stoffen (hier 
Paraxanthin) abgebaut. Noch andere werden in Substanz in 
den Magendarmkanal abgeschieden, und zwar dies auch nach 
subcutaner Injektion. Morphin erscheint weiter mit Glucuron- 
siure gepaart im Harn. Noch andere Ausscheidungspunkte 
sind die Lungen, und zwar natiirlich nur fiir fliichtige Alkaloide, 
wie das Nicotin. Die gewdhnlichste Form der Ausscheidung 
aber fiir die Alkaloide bzw. fiir den Teil der einverleibten Alka- 
loidmengen, die der Kérper nicht zu zersetzen vermag, ist die 
Ausscheidung im Harn durch die Nieren. 

Zu diesen letzteren Alkaloiden gehért auch das Chinin, 
dessen Ausscheidung mit dem Harn schon vom.den verschie- 
densten Forschern gefunden bzw. bestatigt worden ist. Eine 
Zusammenstellung der Veréffentlichungen, die sich bis zum 
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Jahre 1906 mit dieser Frage beschaftigt haben, gab Richard 
Schmitz’) in seiner Dissertation ,,Ober Ausscheidung und Be- 
stimmung des Chinins in Harn und Faeces“. 

Aus den Literaturangaben dieser Dissertation sei erwahnt, 
daB sich vom Jahre 1835 bis 1906 die verschiedensten Forscher, 
wie Landerer’), Valée*), Kerner*), Personne®) und Kleine*) 
mit dieser Frage beschaftigt haben und alle mit groBerer oder 
geringerer Wahrscheinlichkeit die Ausscheidung des Chinins durch 
den Harn behauptet haben, ohne daB sie aber einen exakten 
Beweis hierfiir geliefert hatten. 

Es ist daher Schmitz’ Verdienst, diesen Nachweis zum 
ersten Male einwandfrei erbracht zu haben, indem er von dem 
isolierten Chinin das Sulfat und Chloroplatinat darstellte und 
analysierte und nach der vdélligen Reinigung auch den Schmelz- 
punkt des freien Chinins bestimmte. 

Nach ihm haben noch Grosser’) im Jahre 1908 und 
Nishi’) im Jahre 1909 dieselbe Frage behandelt und in dem- 
selben Sinne beantwortet. Nishi identifizierte bei seinen Ver- 
suchen das wiedergewonnene Chinin durch Umwandlung in das 
Citrat und wieder in das Chloroplatinat, sowie durch die Stick- 
stoffbestim mung. 

Wahrend nun alle diese genannten Forscher ihre Versuche 
iiber die Ausscheidung des Chinins am Menschen ausgefiihrt 
haben und dabei iibereinstimmend zu dem Resultat gelangten, 
daB der gréBte Teil des Chinins im menschlichen Organismus 
zerstért wird, ein anderer, aber immer noch betrachtlicher Teil 
dagegen unverandert im Harn wiedererscheint, glaubt Merkel ’®) 
bei seinen Versuchen an Hunden gefunden zu haben, da8 der 
Hund iiberhaupt kein unverandertes Chinin im Harn ausscheidet. 


1) Richard Schmitz, Uber Ausscheidung und Bestimmung des 
Chinins in Harn und Faeces. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
55, 301 bis 313, 1907. 

2) Landerer, Buchners Repert., 2. Reihe, 5, 231. 

3) Valée, Buchners Repert., 2. Reihe, 5, 381. 

4) Kerner, Arch. f. d. ges. Physiol. 1869, 200, u. 1870, 93. 

5) Personne, Journ de Chim. et Pharm. 28, 354, 1878. 

*) Kleine, Zeitschr. f. Hygiene 38, 458, 1901. 

7) Grosser, diese Zeitachr. 8, 98 bis 117, 1908. 

8) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 312 bis 
323, 1909. 

%) Merkel, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 47, 165, 1902. 
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Allerdings erhielt er aus dem Harn von mit Chinin gefiitterten 
Hunden eine bitter schmeckende Base, dieselbe gab aber die 
Thalleiochinreaktion nicht und fir ihr Platindoppelsalz stellte 
Merkel die Formel C,,H,,N,O,H,PtCl, auf. 

Da nun nicht recht einzusehen ist, warum sich das Chinin 
im Stoffwechsel des Hundes anders verhalten soll als beim 
Menschen, und da man nach der obigen von Merkel auf- 
gestellten Formel nicht an einen Abbau, sondern sogar an 
einen weiteren Aufbau bzw. eine Kuppelung des Chininmolekiils 
unter Neubildung von Doppelbindungen denken miiBte, so unter- 
nahm ich es auf Veranlassung des Herrn Geh. Med.-Rat Prof. 
Dr. Heffter, diese Frage experimentell zu erklaren. 


Chemische Untersuchungsmethoden. 


Ehe ich der Frage naher treten konnte, ob iiberhaupt und 
in welchen Mengenverhiltnissen der Hund Chinin durch den 
Harn auszuscheiden vermag, das ihm auf irgendeinem Wege 
beigebracht war, muBte ich die entsprechenden Methoden, Chinin 
im Harn und speziell im Hundeharn wieder aufzufinden und 
quantitativ abzuscheiden, auf ihre Brauchbarkeit priifen. 

Die Methoden, die von den oben angefiihrten Autoren zum 
Nachweis des Chinins im Harn benutzt wurden, sind teilweise 
recht kompliziert. So z. B. fallte Kerner’) das Chinin aus 
dem mit Salpeterséure angesiiuerten Harn mit Phosphorwolfram- 
siure, zersetzte den Niederschlag mit Barytwasser, extrahierte 
mit kochendem Alkohol, behandelte das Filtrat mit Kohlensaure, 
dampfte das barytfreie Filtrat zur Trockne, liste den Riick- 
stand in verdiinnter Essigsiure und fallte die freie Base mit 
Natronlauge aus. 

Personne’) fallte das Chinin als Tannat, zersetzte dieses 
mit Kalkhydrat, léste die freie Base in Chloroform und reinigte 
die nach dem Abdunsten des Chloroforms hinterbleibende Base 
durch Uberfiihren in ihre Salze. 

Kleine*) fallte das Alkaloid aus dem mit Schwefelsaure 
angesiuerten Harn mit Pikrinsiure aus, zersetzte das Pikrat 
mit Kalilauge und léste die freie Base in Chloroform. 


1) Kerner, Arch. f. d. ges. Physiol. 1869, 200 u. 1870, 93. 
2) Personne, Journ. de Chim. et Pharm. 28, 354, 1878. 
*) Kleine, Zeitschr. f. Hygiene 38, 458, 1901. 
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Merkel’) dampfte den Harn zur Trockne, extrahierte den 
Riickstand mit Alkohol, dampfte wiederum ein, nahm den Riick- 
stand mit alkalischem Wasser auf und schiittelte das freie 
Alkaloid mit Ather aus. 

Schmitz?) benutzte wiederum das Kleinesche Verfahren 
der Ausfallung des Chinins mit Pikrinsiure, Zersetzung mittels 
Kalilauge und Ausschiitteln mit Chloroform. Da er aber bei 
Nachpriifung der Methode fand, da8B aus mit Chinin versetztem 
Harn stets mehr Chinin wiedergefunden wurde als zugesetzt 
war, so schloB er daraus, da8 der als Chinin zur Wagung ge- 
brachte K6érper kein reines Chinin sein kénnte. Er versuchte 
daher in diesem mit Harnbestandteilen verunreinigten Produkt, 
das Chinin mit Hilfe der Gordinschen Alkaloidbestimmungs- 
methode’*) titrimetrisch zu bestimmen. 

Die von Schmitz ausgefiihrten Kontrollanalysen mit reinem 
Chinin im Harn gelést zeigen tatsachlich recht gute Uberein- 
stimmung mit den berechneten Werten und ergeben scheinbar 
nur eine Fehlergrenze von 1,4 bzw. 2,5°/,. Ich halte aber 
dennoch diese Methode nicht fiir einwandfrei, namentlich wenn 
es sich um die Bestimmung sehr kleiner Alkaloidmengen handelt. 
Ich habe bereits friiher einmal*) auf die Fehlerquellen hin- 
gewiesen, die dieser Methode anhaften und die neben anderen 
Punkten namentlich in der Adsorption von Saéure durch das 
Filtrierpapier und auch durch die voluminésen Alkaloidnieder- 
schlige beruhen. Ich habe daher bei meinen vielen Alkaloid- 
bestimmungen, die ich in friiheren Jahren ausgefiihrt habe, die 
Gordinsche Methode nur dann angewandt, wenn durch die 
Eigenart des Alkaloids, wie sie z. B. beim Sanguinarin durch 
die starke tiefe Eigenfarbe des Alkaloids bedingt ist, jede andere 
Titrationsmethode nicht ausfiihrbar war. 

Von den beiden letzten Arbeiten iiber die Bestimmung des 
Chinins im Harn greift Grosser®) wieder auf die Fillung des 


1) Merkel, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 47, 165, 1902. 
2) Richard Schmitz, Uber Ausscheidung und Bestimmung des 
Chinins in Harn und Faeces. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 301 bis 313, 1907. 
3) Gordin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 3, 2871, 1899 u. Gordin 
and Preskott, Americ. Journ. of Pharm. 1898, 6. 
4) J. Katz, Pharm. Centralhalle, 1901, Nr. 19/20, S 285. 
5) Grosser, diese Zeitschr. 8, 98 bis 117, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. ll 
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Alkaloids mit Phosphorwolframséure zuriick. Den Phosphor- 
wolframsaureniederschlag verreibt er mit Barythydrat und Tier- 
kohle, trocknet den Brei vorsichtig auf dem Wasserbade und 
extrahiert das trockene Pulver mit Chloroform. 

Gelegentlich meiner Versuche iiberdie Bestimmung des Coffeins 
und Theobromins*) habe ich schon darauf hingewiesen, daB es nicht 
moglich ist, aus einem trockenen Pulver, das durch Eintrocknen 
einer Coffeinlésung mit irgendeinem indifferenten voluminésen 
Pulver, wie z. B. Kieselgur, hergestellt war, das Coffein 
mit Chloroform quantitativ herauszulésen, man mag so lange 
extrahieren als man will. Nun ist einerseits Coffein bedeutend 
leichter léslich in Chloroform als Chinin, andererseits ist es be- 
kannt und in der letzten Zeit nochmals exakt nachgewiesen 
durch Rosenthaler*), daB Tierkoble alle médglichen Stoffe, 
namentlich aber auch Alkaloide so fest adsorbiert, daB man 
Alkaloide, die auf Tierkohle aufgetrocknet sind, durch Extrak- 
tion iiberhaupt nicht vollstandig wiedergewinnen kann. Es muB 
daher der Versuch von vornherein als aussichtslos betrachtet 
werden, nach der Grosserschen Methode das Chinin im Harn 
zu bestimmen, und es mu8 dahingestellt bleiben, ob vielleicht 
die guten Resultate der Grosserschen Kontrollanalyse durch 
Kompensation aus Verunreinigungen mit niedergerissener Harn- 
bestandteile zu erklaren sind. 

Einen ganz neuen Weg hat Nishi*) bei seinen Versuchen 
eingeschlagen. Die Vorschrift fiir sein Verfahren det Chinin- 
bestimmung im Harn lautet folgendermaBen: Der Harn wird 
sehr stark alkalisch gemacht und im Extraktionsapparat ca. 25 
bis 30 Stunden lang mit Ather bei ca. 80° extrahiert. Das 
Atherextrakt wird verdampft, der Riickstand in wasserfreiem 
Ather aufgenommen, filtriert und das Filtrat mit einer Lésung 
von wasserfreier Citronenséiure in wasserfreiem Ather versetzt, 
bis alles Chinin als saures Chinincitrat gefallt ist. Der Nieder- 
schlag wird filtriert, vom Ather durch gelindes Trocknen be- 
freit und gewogen. Versuche mit reinem, in Ather geléstem 


1) J. Katz, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 1902, 256. 

*) Rosenthaler, Arch. d. Pharm. 244, 517 bis 535, 1906. 

%) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 60, 312 bis 
323; 1909, 
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Chinin und wasserfreier in Ather geléster Citronensiure ergaben 
Nishi fiir das gefallte Chinincitrat die Formel 
C,9H,,N,O, . C,H,0,. 

Die Genauigkeit der Methode ist nach Nishis Angaben 
sehr groB, da ihm Kontrollversuche mit in Harn geléstem Chinin 
etwa 99 bis 101°/, des angewandten Chinins lieferten. Das 
sehr starke Alkalisieren des mit Ather auszuschiittelnden bzw. 
im Extraktionsapparat auszuzichenden Harns ist nach Nishi 
deshalb notwendig, weil aus saurem, neutralem und schwach 
alkalischem Harn eine gelblichbraune Substanz in den Ather 
iibergehen und auch sehr leicht Emulsionsbildung eintreten soll, 
was aber beides bei starkem Alkalisieren vermieden wird. 

Zu dieser Arbeit von Nishi habe ich zu bemerken, daB8 
es mir unklar ist, wie man eine Atherextraktion einer Fliissig- 
keit bei 80° vornehmen kann, da ja der Ather bereits bei 36,5° 
siedet. Was nun im iibrigen das Arbeiten mit Lésungen von 
Chinin und Citronensiure in wasserfreiem Ather anlangt, so 
diirfte dies besonders bei quantitativen Analysen als sehr un- 
zweckmaéBig und zum mindesten sehr unbequem_bezeichnet 
werden. AuBerdem ist das Lésen von reinem Chinin in wasser- 
freiem Ather gerade nicht sehr leicht zu bewerkstelligen, so 
daB ich bei einer vorzunehmenden gréBeren Reihe derartiger 
Bestimmungen lieber davon absehen méchte. Die Ausschiit- 
telung menschlichen Chininharns mit Ather bei sehr stark alka- 
lischer Reaktion mag ja ohne Emulsionsbildung méglich sein. 
Bei Hundeharn ist sie aus spater zu erérternden Griinden je- 
doch nicht ausfiihrbar. 

Wie aus allen diesen Auseinandersetzungen und Bespre- 
chungen der bislang verdéffentlichten einschlagigen Arbeiten her- 
vorgeht, kénnen also alle bisher bekannten Methoden nicht be- 
friedigen. Ich ging daher an die Ausarbeitung einer neuen 
Methode fiir die Bestimmung des Chinins in Harn, Kot und 
anderen Gemischen und stellte mir fiir dieses Ziel folgende 
leitende Gesichtspunkte auf: 

1. Die Methode muB gestatten, das Chinin méglichst quan- 
titativ zu bestimmen. Die erhaltenen Werte diirfen also nur 
wenig von 100°/, des vorhandenen Chinins abweichen. 

2. Die Methode mu8 unter allen Umstinden zum Ziele 


fiihren und darf nicht durch unvorhergesehene Zwischenfille, wie 
11* 
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z. B. Emulsionsbildung bei einer Ausschiittelung, Unfiltrierbar- 
keit eines gallertig werdenden Niederschlags oder dergl., gestért 
werden kénnen. Denn da es sich bei meinen vorzunehmenden 
Versuchen um langere Reihen handelte, so durften in diesen 
Versuchsreihen keine Liicken vorkommen. 

3. Die Methode muB in méglichst kurzer Zeit mit méglichst 
wenig Apparatur und leicht, d. h. mit Umgehung und Beseiti- 
gung technischer Schwierigkeiten ausfiihrbar sein. 

4. Die Methode muB8 die Verarbeitung der ganzen Tages- 
menge des Harns, also etwa 400 bis 500 ccm, gestatten. 

5. Die Methode mu8 die quantitative Bestimmung auf 
titrimetrischem Wege gestatten, da bei den zu erwartenden 
geringen Chininmengen (Zentigramme oder gar nur Milligramme) 
die Wagung zu groBe Fehlerquellen bedingen wiirde und bei 
Reihenanalysen iiberhaupt die Titration der Wagung bei weitem 
vorzuziehen ist. 

6. Die Methode mu8 entweder das Chinin direkt in einer 
Form liefern, die eine Identifizierung auch nach der quanti- 
tativen Bestimmung noch gestattet, oder zum mindesten muB8 
das Chinin aus den endlichen Titrierfliissigkeiten leicht in reinem 
Zustande abscheidbar sein. 

Demnach muBte die Bestimmung des Chinins in drei Ab- 
schnitten geschehen: 

1. Abscheidung des Chinins in rohem Zustande aus den Aus- 
gangssubstanzen ; 

2. Reinigung des Rohchinins; 

3. Titration des reinen resp. gereinigten Chinins. 

Fiir den ersten Abschnitt, Isolierung des Chinins aus orga- 
nischen Fliissigkeiten wie Harn, standen mir zwei Wege offen: 
entweder die Fillung mit einem Alkaloidfallungsmittel, wie sie 
von Kleine, Schmitz und Grosser angewandt war, oder aber 
die Ausschiittelung bzw. Extraktion mit organischen, in Wasser 
nicht léslichen Lésungsmitteln. 

Den ersten Weg der Ausfallung habe ich nach einigen 
Versuchen bald als ungangbar verlassen. Fiir diesen Zweck 
hatte ich versucht, das Chinin mit Hilfe von Kaliumjodidjod- 
quecksilber (Meyerscher Lésung) zu fallen. Hierbei bekam 
ich eine feine Suspension, die sich weder durch Absetzen 
klaren und filtrieren, noch auch durch */,stiindiges Zentri- 
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fugieren separieren lieS. Der Versuch, das Chinin mit Hilfe 
von Phosphorwolframsaéure abzuscheiden, fiihrte zu schleimigen 
Niederschlagen, die sich nur schwierig mit der Saugpumpe 
abfiltrieren lieBen. AuBSerdem ist es bei Alkaloidbestimmungen 
nicht zweckmaBig, daB das Alkaloid, wie es bei der Phosphor- 
wolframsiuremethode notwendig ist, in wisseriger alkalischer 
Lésung erwarmt wird, da hierbei alle Alkaloide sehr leicht 
einer teilweisen Zersetzung anheimfallen. Dieser letztere Um- 
stand ist auch gegen die Jahnssche Wismutjodidjodkalium- 
fallung*) als ungiinstig anzufiihren. 

Die Abscheidung des Chinins mit Pikrinséure habe ich gar 
nicht erst versucht. Schmitz, der seine Analysen nach der 
Pikrinsdéuremethode ausgefiihrt hat, gibt selbst an, daB bei der 
Ausschiittelung des alkalisch gemachten Niederschlages mit 
Chloroform sehr leicht Emulsionsbildung auftritt. Dieser Ubel- 
stand wird wohl teilweise durch das Eiwei8 verursacht, das 
ja mit Pikrinsiure ausfallt, teilweise aber auch durch die sich 
beim Alkalisieren bildenden Niederschlige von Alkalipikrat. 

Uberhaupt sind gerade das Eiwei8 und die Mucinkérper der 
stérende Faktor bei der Isolierung irgendwelcher Substanzen 
aus dem Harn. 

Auch bei der anderen Methode der Ausschiittelung bzw. 
Extraktion in besonderen Extraktionsapparaten ist es in erster 
Linie das EiweiS und das Mucin, was die Operation durch 
Emulsionsbildung stért. Wahrend bei einem Vorversuch mit 
normalem Hundeharn und zugesetztem Chinin eine Ausschiittelung 
mit Chloroformither (in der vom deutschen Arzneibuch vor- 
geschriebenen Mischung) nach starkem Alkalisieren glatt 
gelang, wodurch also die betreffende Angabe von Nishi sich 
zu bestatigen schien, stellte es sich bei der Verarbeitung von 
Hundeharn nach Verfiittern von Chinin heraus, da8 der Harn 
eiweiB8- und mucinhaltig geworden war und trotz starkster 
alkalischer Reaktion mit Chloroformither eine dauerhafte, sich 
gar nicht wieder trennende Emulsion lieferte. 

Ich versuchte darauf das gewéhnlich hierfiir angegebene 
Mittel, um die Emulsionsbildung zu verhiiten, und setzte groBere 
oder geringere Mengen Alkohol zu. MHierbei wurde das Zicl 


1) Jahns, Arch. d. Pharm. 1885, 985 bis 997. 
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aber nur teilweise und manchmal gar nicht erreicht, die 
Emulsionen bildeten sich trotzdem und auSerdem waren die 
mit Alkoholzusatz gewonnenen Chloroformiatherextrakte sehr 
stark verunreinigt und gefarbt. 

Ein sicherer Weg, um aus kolloidhaltigen Filiissigkeiten 
alkohollésliche Krystalloide ziemlich rein herauszuholen, ist nun 
der, daB man die wisserige schleimhaltige Fliissigkeit eindampft 
und den Riickstand mit Alkohol, eventuell noch unter Zusatz 
irgendeines die Léslichkeit beférdernden Stoffes anreibt, die 
entstehende Lésung filtriert und die alkoholische Lésung ein- 
dampft. Der Riickstand ist dann gut weiter zu verarbciten. 
Da er keinen Schleim enthalt, kann man ihn in Wasser oder 
wiisserigen Fliissigkeiten lésen, und die Lésung laBt sich glatt 
und ohne Emulsionsbildung mit Chloroform, Ather od. dg]. aus- 
schiitteln. Diesen Weg hat ja auch Schmitz gewahlt, um 
aus einer gréBeren Menge Harn das Chinin fiir quantitative 
Versuche zu isolieren. Auch ich habe mich dieser Methode 
bedient bei der Untersuchung der Faeces auf Chinin, da hier- 
bei meine sogleich zu beschreibende neue Methode nicht an- 
wendbar war und es sich nur um einige wenige Versuche 
handelte. Fiir gréBere Versuchsreihen aber erschien mir dieses 
mehrmalige Eindampfen so groBer Filiissigkeitsmengen zu um- 
standlich, auch wollte ich gern zur Verhiitung von Zersetzungen 
das langere Erhitzen bzw. Eindampfen wisseriger alkaloidhaltiger 
Fliissigkeit vermeiden. 

Bei friiheren Arbeiten iiber die Alkaloidbestimmung in 
galenischen Extrakten') hatte sich mir ein Zusatz von Koch- 
salz zu der wasserigen Ausschiittelungsfliissigkeit sehr niitzlich 
erwiesen, um die Emulsionsbildung zu verhindern. Ich ver- 
suchte daher auch hier den Kochsalzzusatz, indem ich in dem 
zu extrahierenden Harn 25°/, Kochsalz léste, ohne aber hier- 
durch zum Ziele zu kommen. Ich probierte dann noch die 
verschiedensten leichtléslichen Salze durch, wie Natriumnitrat, 
Natriumsulfat, Kaliumnitrat, Ammoniumnitrat usw. Alle diese 
Stoffe aber konnten die Emulsionsbildung in eiweiShaltigem 
alkalischen Harn mit Chloroformather nicht verhindern. Endlich 
fand ich im Ammoniumsulfat das geeignete Mittel. Dieses 


1) J. Katz, Arch. d. Pharm. 236, 85, 1898. 
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Salz spiclt ja in der physiologischen Chemie neuerdings eine 
groBe Rolle, da es mit seiner Hilfe gelingt, alle méglichen, 
namentlich nicht krystallinischen Stoffe aus ihren Lésungen 
auszusalzen. Ich versuchte also zuerst den eiweiShaltigen 
Chininharn mit 50°/, Ammoniumsulfat in der Warme zu ver- 
setzen, die Lésung zu filtrieren und das Filtrat nach dem 
Alkalischmachen durch Ammoniak mit Chloroformither aus- 
zuschiitteln. Die Ausschiittlung gelang tadellos ohne Emulsions- 
bildung. Nun aber stellte sich ein neuer Ubelstand ein. Das 
Chloroformiatherextrakt enthielt nur Spuren Chinins. Die 
Hauptmasse war durch das Ammoniumsulfat in neutrales ein- 
sauriges Chininsulfat iibergefiihrt, das in konzentriertem Am- 
moniumsulfat als nahezu unldéslich, fast vollsténdig ausgefallen 
und auf dem Filter zusammen mit dem Eiweif zuriick- 
geblieben war. 

Ich hatte zu diesem Versuch 0,3310 g Chininhydrochlorid 
in 250 ccm eiweiBhaltigem Harn gelést, mit 130 g Ammonium- 
sulfat versetzt und von der 380 g betragenden Fliissigkeit 350 g 
Filtrat — 92,1°/, der Gesamtmenge mit Chloroformather und 
Ammoniak ausgeschiittelt und weiter verarbeitet. Diese 92,1°/, 
der Gesamtmenge hatten also 0,305 Chininhydrochlorid enthalten 
miissen. Wiedergefunden wurden aber und durch das spiter 
zu beschreibende neue Titrationsverfahren festgestellt nur 
0,0297 Chininhydrochlorid, das sind nur 9,75°/, der angewandten 
Menge. 

Ich ging daher etwas anders vor, indem ich zuvor den 
Harn von allen beigemengten Unreinigkeiten abfiltrierte, was 
am besten mit einem groBen Trichter und einem kleinen losen 
Stiickchen Watte gelang, wahrend der eiweiShaltige Hundeharn 
Faltenfilter sehr schnell verstopft. In diesem klaren Harn 
wurden 50°/, Ammoniumsulfat auf dem Wasserbade geldst, 
unter Zusatz von einigen Kubikzentimetern Essigsiure, und 
diese Mischung wurde nach dem Erkalten, ohne zu filtrieren, 
mit Ammoniak iiberséttigt und sofort dreimal mit Chloroform- 
aither ausgeschiittelt. 

Zwei Versuche mit bekannten Chininmengen ergaben 
folgende Resultate: 1. 290 com Harn mit 0,274 Chininhydro- 
chlorid versetzt, mit 145 g Ammoniumsulfat und 10 ccm Essig- 
siure auf dem Wasserbade bis zur Lisung des Ammonium- 
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sulfates erwirmt, ergaben nach der spiater zu beschreibenden 
Titriermethode 0,276 Chininhydrochlorid = 100,6°/, der an- 
gewandten Menge. 

2. 210 ccm Harn mit 0,188 g Chininhydrochlorid, 105 g 
Ammoniumsulfat und 10 ccm Essigsaure lieferten 0,184 Chinin- 
hydrochlorid = 97,9°/, der angewandten Menge. 

Ich méchte diese ,, Ammoniumsulfatmethode“ ganz allgemein 
zur Anwendung empfehlen, wenn es sich darum handelt, aus 
schleim- oder eiweiShaltigen Fliissigkeiten, die zur Emulsions- 
bildung neigen, irgendeine Substanz mit Hilfe von Chloroform, 
Ather od. dgl. auszuschiitteln. Wie mir einige Versuche zeigten, 
gelingt es auf diese Weise sogar, wisserige Fliissigkeiten mit 
Alkohol oder Holzgeist auszuschiitteln. Die alkoholische Fliissig- 
keit bildet gegen die konzentrierte wasserige Ammoniumsulfat- 
lésung eine scharfe Trennungsschicht, die sich leicht und 
quantitativ abheben l48t. DaB8 man bei dieser ,,Ammonium- 
sulfatmethode“‘ zum Alkalischmachen Ammoniak und zum An- 
siuern Schwefelsiure verwendet, und nicht etwa andere Basen 
oder Saéuren, braucht wohl kaum besonders erwahnt zu werden. 

Desgleichen ist es selbstverstaéndlich, daB sie dort nicht 
anwendbar ist, wo Ammoniak oder Schwefelsdéure stérend oder 
zersetzend wirken kénnen, wie z. B. bei der Isolierung des 
Physostigmins oder ahnlicher Stoffe. Speziell fiir die Harn- 
analyse aber diirfte sich das Ammoniumsulfat als emulsions- 
verhinderndes Mittel ganz besonders eignen, z. B. bei der Aus- 
schiittlung von Salicylséure oder Ahnlicher im Harn aus- 
geschiedener Arzneimittel. 

Handelt es sich um kleinere Fliissigkeitsmengen, die mit 
Chloroform, Ather od. dgl. extrahiert werden sollen, so eignen 
sich ja hierzu sehr gut die verschiedenen Extraktionsapparate, 
von denen als einer der praktischsten und am schnellsten 
wirkenden der von mir im Jahre 1902") angegebene erwahnt 
werden mag, wenn man befiirchten muB, daB sich beim Aus- 
schiitteln Emulsionen bilden. Da aber bei meinen Versuchen 
immer verhaltnismaBig groBe Quantitaten, bis fast zu */, 1 Harn 
in Frage kamen, so waren diese Extraktionsapparate nicht an- 
wendbar. AuBerdem kann man natiirlich bei solchen Extraktions- 
apparaten nur mit einfachen Extraktionsmitteln arbeiten, da 
--1) J. Katz, Pharm. Zeitg. 1902, Nr. 95, S. 937. 
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ja bei der Anwendung von Mischungen z. B. von Chloroform 
und Ather, wie sie fiir Chinin ganz besonders als Lésungs- 
mittel geeignet sind, immer nur der am leichtesten siedende 
Anteil der Mischung, also in diesem Falle der Ather, zum 
Sieden kommen und die Extraktion bewirken miiBte. 

Die nach der oben beschriebenen Ammoniumsulfatmethode 
erhaltenen Chloroformatherextrakte waren nahezu ungefirbt. 
Nach dem Abdestillieren des Chloroformathers aber hinterlieBen 
sie einen mehr oder weniger stark gefairbten harzartigen Riick- 
stand. Da ich nun hierin das Chinin titrimetrisch bestimmen 
wollte, so muBte ich diesen Riickstand einer nochmaligen 
Reinigung unterziehen. Ich liste zu dem Zweck den Riick- 
stand in 10 com einer etwa 10°/,igen Schwefelsiure unter Er- 
warmen im Wasserbade, filtrierte nach dem Erkalten, wusch 
das Filter mit Wasser nach, machte das Filtrat im Scheide- 
trichter mit Natronlauge stark alkalisch und schiittelte dreimal 
mit Chloroformither aus. Um aus diesen Chloroformither- 
extrakten die letzten Spuren von fiairbenden Substanzen und 
von wasseriger Fliissigkeit zu entfernen, schiittelte ich sie mit 
einer Messerspitze voll gebrannter Magnesia und filtrierte durch 
ein trockenes Filter ab, da sich die gebrannte Magnesia mir 
schon friiher einmal bei meiner Methode der Theobromin- 
bestimmung’) im Kakao als ausgezeichnetes entfairbendes Mittel 
bewahrt hatte. Die Magnesia bleibt bei der Filtration einer 
atherischen Fliissigkeit vollstandig auf dem Filter zuriick, und 
ich konnte hier die Magnesia um so unbedenklicher als Ent- 
farbungsmittel anwenden, weil selbst geringe Mengen von mit 
durchs Filter gegangener Magnesia ohne Schaden waren, da bei 
der noch zu beschreibenden von mir aufgefundenen Titrations- 
methode des Chinins geringe Mengen freien Alkalis oder freier 
Erdalkalien ohne jeden Einflu8 auf das Resultat sind. Nach 
dem Abdestillieren des Chloroformathers hinterblieb das Chinin 
in Form eines farblosen oder ganz schwach gelblich gefarbten 
Firnisses und war also vorziiglich zur Titration unter Benutzung 
eines passenden Indicator geeignet. Auch hatte man es sehr 
wohl in dieser Form als reines Chinin zur Wagung bringen 
kénnen, allein ich zog fiir meine Zwecke aus den schon oben 
erérterten Griinden die Titration der Wagung vor. 

1) J. Katz, Pharm, Zeitg. 1903, Nr. 77, 8. 784 u. 785. 
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Wahrend wir nun fiir die meisten Alkaloide im Jodeosin 
einen ganz vorziiglichen Indicatorfarbstoff haben, der noch bei 
Anwendung von "/,,,.-Saure, resp. -Lauge scharfe Umschlage 
liefert, sind ja gerade die Chinaalkaloide mit Jodeosin als 
Indicator nicht titrierbar, da die Salze der Chinaalkaloide mit 
der Jodeosinséure in Wasser nahezu unléslich sind und daher 
bei ihrer Bildung keine Rotfairbung der wisserigen Schicht der 
Titrierfliissigkeit auftritt. Die Titration mit Jodeosin wird 
bekanntlich unter starkem Umschiitteln in einer mit Ather 
iiberschichteten wisserigen Filiissigkeit ausgefiihrt. 

Man ist daher bei den alkalimetrischen Chininbestimmungs- 
methoden leider auf andere, weniger scharfe Indicatoren an- 
gewiesen, von denen in erster Linie das Hiamatoxylin in 
Betracht kommt. Hiamatoxylin wurde zu diesem Zweck zum 
ersten Male von Keller’) im Jahre 1893 in der Festschrift 
des schweizerischen Apothekervoreins empfohlen. Ebenso wurde 
das Haimatoxylin zur Titration der Chinaalkaloide von Ekroos?) 
angewandt in seiner Arbeit, die im Jahre 1898 im Arch. d. Pharm. 
erschienen ist und die als Grundlage fiir die Priifungsvorschrift 
der Chinarinde im Deutschen Arzneibuch IV gedient hat. Auch 
Panchaud®*), dessen unwesentliche Abanderung der Ekroos- 
schen Methode als Priifungsvorschrift in die Pharmakopoea 
helvetica aufgenommen ist, verwendet Himatoxylin als Indi- 
cator. 

Nun waren aber die zu erwartenden Mengen des quanti- 
tativ zu bestimmenden Chinins so gering (ich schitzte sie von 
vornherein auf wenige Zentigramme), da’ die Titration mit 
Hamatoxylin nicht in Frage kam, da ja Hiamatoxylin mit 
Chinin keinen scharfen Umschlag gibt, so da8 man wegen der 
Ubergangsfarbe immer um etwa 0,5 ccm %/,,-Séure im Zweifel 
sein kann. 0,5 com %/,,-Séiure mit Haimatoxylin als Indicator 
entsprechen aber bereits 0,0162 Chinin, so daB also an eine 
exakte Bestimmung so kleiner Mengen Chinin, wie oben an- 
gegeben, durch Titration mit Hamatoxylin nicht zu denken ist. 

Der mir von Herrn Prof. Dr. Rupp in Ké6nigsberg in 
liebenswiirdigster Weise zur Verfiigung gestellte neue Indicator, 


1) Keller, Festschr. d. schweizerisch. Apoth.-Vereins 1893. 
2) Ekroos, Arch. d. Pharm. 236, 333, 1898. 
3) Panchaud, Schweiz, Wochenschr. f. Chem. u. Pharm. 1906, 680, 
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das Methylrot, leistet leider auch nicht mehr als das alte 
Hiamatoxylin, da es schon bei der Titration von chemisch 
reinem Chinin keinen glatten Umschlag, sondern Ubergangs- 
farben zeigt, die sich iiber */, bis 1 ccm %/,,- Kalilauge hin 
erstrecken. 

Die von Gordin und Preskott') angegebene Alkaloid- 
bestimmungsmethode, die ich bereits bei Gelegenheit der Be- 
sprechung der Schmitzschen Arbeit erwahnt habe, kam fiir 
meine Zwecke ebenfalls nicht in Betracht, ich habe ja schon 
oben die Griinde, die gegen ihre Anwendung sprechen, dargelegt. 

Nun sind in der letzten Zeit einige Methoden verdffentlicht, 
die vielleicht Aussicht auf Erfolg versprachen. Flowrence?) 
beschrieb im Jahre 1906 eine Methode, die auf der Fillung 
des in Ather gelésten Chinins mit atherischer Oxalsiure beruht. 
Der Endpunkt der Reaktion soll daran erkannt werden, da 
aitherische Oxalsaiurelésung keine Fallung mehr hervorruft, und 
da8 Lackmus bei der Tiipfelprobe neutral reagiert. Zu allen 
solchen Endpunkten aber, die nur durch die Beendigung einer 
Fallung ohne Indicator erkannt werden sollen, wie es ja in 
ganz friiherer Zeit auch bei der Titration der Chloride mit 
Silbernitrat Vorschrift war, habe ich kein groBes Vertrauen, 
und es sind ja auch diese Methoden wohl allgemein verlassen 
worden. Desgleichen schitze ich das Lackmus bei Alkaloid- 
titration sehr gering ein und zuletzt kann ich der Titration 
einer atherischen Alkaloidlésung mit einer atherischen Oxal- 
siurelésung iiberhaupt keinen groBen Geschmack abgewinnen, 
da die Fehlerquelle, die auf der Verdunstung des Lésungs- 
mittels, namentlich der titrierten atherischen Oxalsaure beruht, 
eine allzu groBe ist. Ich habe trotzdem in etwas abgeanderter 
Weise diese Flowrencesche Methode zu benutzen versucht, 
indem ich atherische Chininlésungen mit atherischer Oxalsaure- 
lésung fallte und in dem Niederschlage nach dem nachher zu 
beschreibenden Verfahren die gebundene Oxalsiure bestimmte, 
nachdem ich vorher noch den gesammelten Niederschlag ge- 
trocknet und gewogen hatte, bin jedoch dabei nicht zu be- 
friedigenden Resultaten gekommen, da die Niederschlage nicht 
konstant zusammengesetzt waren. 


1) Gordin, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 3, 2871, 1899. 
2) Flowrence, Pharm. Centralhalle 1907, 405. 
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Ist nun schon ein Arbeiten mit datherischen titrierten 
Lésungen nicht angenehm, so ist dies noch viel weniger der 
Fall beim Arbeiten mit Lésungen in wasserfreiem Ather, wie 
es Nishi’) vorschreibt. Zudem lauft diese Arbeitsweise von 
Nishi wieder auf die Wagung eines abfiltrierten Niederschlages 
hinaus und dazu habe ich bei Mengen von wenigen Zenti- 
grammen nicht sehr viel Vertrauen. 

Nun ist in der letzten Zeit von verschiedenen Seiten, so 
z. B. von Merck in seinen Priifungsvorschriften fiir die 
pharmazeutischen Spezialpriparate und zuletzt von Runne*) 
erneut darauf hingewiesen worden, da8 man in vielen Alkaloid- 
salzen die Gesamtséure titrimetrisch feststellen kann. Fiir 
Chininsalze speziell ist diese Tatsache iibrigens schon lange 
bekannt, und sie steht z. B. schon in Fliickigers Lehrbuch 
der pharmazeutischen Chemie (2. Aufl. 1888, S. 584). Da ich 
hofite, auf dieser Basis eine neue Titrationsmethode fiir Chinin 
aufbauen zu kénnen, so prifte ich zuerst einmal diese An- 
gaben nach. 

Ich léste also eine gewogene und im Toluolbade bei 110° 
getrocknete Menge Chininhydrochlorid (Kahlbaum) in etwa 
20 cem Alkohol und titrierte unter Zusatz von 5 Tropfen 
Poirriers Blaulésung (1: 500 bereitet) mit wasseriger "/,,-Kali- 
lauge. Hierbei zeigte sich nun, da8 der Umschlag des Indi- 
cators, der ohne Chininzusatz auf 1 Tropfen °/,,-Kealilauge 
scharf von Blau in Zwiebelrot erfolgt, hier eine Ubergangs- 
farbe von Violett durchmacht und erst bei weiteren 8 bis 10 
bis 15 Tropfen Lauge die rein rote Farbe erscheinen laB6t. Ich 
war zuerst geneigt, diesen unscharfen Farbenwechsel auf Rech- 
nung des Chinins zu setzen, bald aber iiberzeugte ich mich, 
daB derselbe Fehler auch auftritt, wenn man reine Salzsaiure 
unter Zusatz von Alkohol mit Kalilauge titriert. Hierbei sank 
der Prozentgehalt der Titrationsfliissigkeit an Alkohol unter 
75°/,. Als ich dann aber an Stelle der wisserigen Kalilauge 
eine alkoholische anwandte und auch den Alkoholzusatz zu der 
zu messenden Saure steigerte, erhielt ich einen scharfen Farben- 
umschlag von Himmelblau in Zwiebelrot. 








1) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u, Pharmakol. 60, 312 bis 


323, 1909. 
2) Runne, Apoth.-Zeitg. 1909, 662. 
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Ich wiederholte darauf die Titration unter Zusatz von 
reiner Chininbase und konnte zu meiner groBen Freude kon- 
statieren, daB sich an der Schiirfe des Farbenumschlages und 
am Verbrauch von Titrierlauge durch den Chininzusatz nichts 
ainderte. Chinin ist also tatsaichlich gegen Poirriers Blau 
vollstandig reaktionslos, und die Ubergangsfarbe ist nur auf 
Konto des vorhandenen Wassers zu setzen. R. Engel und 
nach ihm Merck und Runne betonen schon, daB die Schiarfe 
des Farbenumschlages von Poirriers Blau durch Alkohol- 
zusatz gesteigert werden kann. Der Nichtbeachtung dieses 
Umstandes ist denn auch der MiGerfolg zuzuschreiben, den 
Lunge’) bei der Titration von Normalséure und Normallauge 
mit Poirriers Blau erlebte und weswegen er, wie auch spater 
Linde’), diesen Farbstoff als Indicator verwirft. Ich kann 
mich daher dem harten Urteil Lindes: ,,Als Indicator ist diese 
Substanz wertlos‘‘, nicht anschlieBen, behaupte vielmehr, da8 
Poirriers Blau der idealste Indicator fiir Atzalkalien bei 
Gegenwart von Carbonaten ist. 

Mit einer kleinen Abschweifung vom Thema méichte ich 
in kurzen Ziigen eine exakte Methode angeben, um in einer 
Alkalilauge das Atzalkali und das Carbonat schnell und genau 
zu bestimmen. Man nimmt hierzu 10 ccm der Lauge oder so 
viel, wie durch 10 bis 20 ccm Normalsalzséure gesiattigt wird, 
versetzt mit einer iiberschiissigen Menge Normalsalzsaéure, kocht 
auf dem Drahtnetz bis zur Vertreibung der Kohlensiure, kihlt 
ab und titriert in der kalten Fliissigkeit mit Phenolphthalein 
und Normallauge zuriick. Das Resultat ist das Gesamtalkali. 
Darauf nimmt man wiederum 10 ccm der zu priifenden Lauge, 
fiillt sie in einem Ma8kolben mit absolutem Alkohol auf 100 com 
auf und titriert in 10 ccm dieser verdiinnten alkoholischen Lauge 
unter Zusatz von Poirriers Blau mit einer ex tempore durch 
Auffiillen von 10 ccm Normalsalzsiure mit absolutem Alkohol 
auf 100 ccm herzustellenden alkoholischen "/,,-Salzsiure das 
Atzalkali. Unter Beriicksichtigung der angewandten Mengen 
verhaltnisse (d. h. Multiplikation mit 10) zieht man dies Atz- 
alkali vom Gesamtalkali ab und findet so den Rest des auf 
Carbonat umzurechnenden Alkalis. 


a 1) Lunge, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1885, 3290. 
2) Linde, Arch. d. Pharm. 1900, 102 bis 135. 
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Nach dieser Exkursion in das Gebiet der technischen 
Chemie kehre ich zu meinem Thema zuriick. Ich titrierte also 
eine genau gewogene Menge Chininhydrochlorid, das im Toluol- 
bad bei 110° getrocknet war, in alkoholischer Lésung mit einer 
analog wie oben angegeben dargestellten alkoholischen ®/,,-Kali- 
lauge und Poirriers Blau. 

DaB die Kalilauge selbstverstindlich vdéllig carbonatfrei 
sein muB, brauche ich wohl nicht besonders zu erwihnen. 

Hierbei konnte ich nun trotzdem die von Runne gefundene 
Tatsache bestitigen, daB man bei der Titration von Chinin- 
hydrochlorid auch in alkoholischer Lésung und mit alkoholischer 
Kalilauge und Poirriers Blau als Indicator stets etwas zu viel 
Lauge verbraucht, um den Endpunkt, d.i. den Umschlag von 
Blau in Rot, zu erhalten. Runne gibt ja deshalb von vorn- 
herein etwa 0,15 bis 0,2 ccm %/,,-Lauge vor der Titration zu 
der Lésung hinzu, da er diese Menge Lauge empirisch als 
Fehlergrenze gefunden hat. Ob dies berechtigt ist, méchte ich 
bezweifeln und werde, sobald es meine Zeit erlaubt, auch in 
dieser Richtung noch Versuche anstellen, da ich Grund habe 
zu der Annahme, da8 in dem kéauflichen Chininhydrochlorid 
stets ein ganz geringer Saéureiiberschu8 iiber das Chininmono- 
chlorhydrat hinaus vorhanden ist. 

So z. B. verbrauchte ich bei der direkten Titration von 
0,413 wasserfreiem Chininhydrochlorid statt 11,4 com 11,7 ccm 
n/ .-Kalilauge, desgl. von 0,304 wasserfreiem Chininhydrochlorid 
statt 8,43 com 8,65 ccm %/,,-Kalilauge, von 0,225 wasserfreiem 
Chininhydrochlorid statt 6,24 ccm 6,4 ccm "/,,-Kalilauge. 

Rechnet man dieses prozentisch aus, so ergibt es in jedem 
Fall einen Zuvielverbrauch von 2,6°/, ®/,,-Kalilauge, oder riick- 
schlieBend hieraus, das Chininhydrochlorid enthielt 2,6°/, zwei- 
saiuriges Chininchlorhydrat. 

Immerhin ermutigten diese Resultate dazu, auf diesem 
Verhalten der Chininsalze gegen titrierte Lauge und Poirriers 
Blau eine quantitative Bestimmungsmethode des Chinins zu 
griinden. 

Meine Idee ging dahin, daB es méglich sein miisse, aus 
den freigemachten Chinabasen auf irgendeine Weise wohl- 
charakterisierte neutrale Salze quantitativ herzustellen und 
dann in diesen Salzen nicht das Chinin, sondern die Saéure zu 
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titrieren und auf diesem Umwege die Menge des Chinins zu 
berechnen. 

Die Versuche, aus atherischer Lésung mit atherischer Oxal- 
siure nach dem Vorschlage von Flowrence') das neutrale 
Chininoxalat quantitativ zu gewinnen, miBlangen, ebenso auch 
der Versuch mit atherischer Citronenséiure nach dem Vorgange 
von Nishi*). Allerdings muB ich gestehen, daB ich es erst 
gar nicht versucht habe, die Umsetzung des Alkaloids mit 
Citronensiure in absolutem, d. h. wasserfreiem Ather vor- 
zunehmen, sondern daB ich mich mit gewéhnlichem offizinellen 
Ather begniigt habe, da mir diese Arbeitsweise von vornherein 
zu unzweckmaBig erschien, und da ich glaube, da8 es in einem viel 
benutzten Laboratorium, dessen Luft immer mit Wasserdampf 
nahezu gesittigt ist, sehr schwer sein wird, die Wasserfreiheit 
der atherischen Lésungen bis zum Ende zu garantieren, noch 
dazu, wenn man nach dem Vorschlage von Nishi die Nieder- 
schlage durch mehrtagiges Absetzen filtrationsfahiger machen 
will. Diesen letzteren Umstand habe ich allerdings dadurch 
beseitigt, daB ich in eine am RiickfluBkiihler kochende Athe- 
rische Chininlésung atherische Oxal- bzw. Citronensiurelésung 
zuflieBen lieB, */, Stunde im Kochen erhielt und dann 3 Stunden 
in der Kalte hinstellte. Der Niederschlag von Chininoxalat 
bzw. -citrat sitzt dann in kérniger Form den Wandungen des 
Kélbchens so fest an, da6B man eine Filtration gar nicht mehr 
notig hat, sondern einfach abgieBen und die Salzkruste mit 
Ather abspiilen kann. Bei der Titration der vorher getrock- 
neten und gewogenen Oxalatniederschlige ergab sich nun, dab 
auf 1 Molekiil Chinin mehr als 2 Molekiile Oxalséure (d. h. mehr 
als 4 Aquivalente Oxalsiure, da diese ja zweibasisch ist) vor- 
handen waren. Da also der Niederschlag, wie sich eben- 
falls hieraus ergibt, aus einem Chininoxalat der Formel 
C,,H,,N,0,(C,H,O,), besteht, dem aber noch wechselnde, wenn 
auch nur kleine Mengen freier Oxalsiure beigemischt sind, so 
ist leider dieser Weg zur Titration des Chinins auch ungangbar, 
obgleich es ja sehr verlockend gewesen wire, gerade das Oxalat 
der Titration zugrunde zu legen, da ja hierbei 10 com %/,,-Kali- 


1) Flowrence, Pharm. Centralhalle 1907, 405. 
*) Nishi, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol, 60, 312 bis 323, 1909. 
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lauge bei der Titration nur */, Millimol Chinin entsprochen 
haben wiirden. 

Ein anderer Versuch, aus der atherischen Chininlésung das 
Chinin mit atherischer Salzsiure als Hydrochlorid zu fiallen, 
schlug ebenfalls fehl. Atherische Salzsiure laBt sich ja sehr 
leicht darstellen, wenn man entsprechende Mengen rauchender 
Salzsiure, Ather und Kochsalz zusammenschiittelt und die 
Atherlésung, die stark raucht, iiber Kochsalzkrystallen auf- 
bewahrt. Allein die Chininfillung bot ein so unerfreuliches 
Bild und war eine derartig undefinierbare Schmiere, da8 ich 
diese Versuche bald aufgab. 

Zuletzt versuchte ich dann, das freie Chinin oder die 
Chinabasen in wasseriger bzw. alkoholischer Lésung mit iiber- 
schiissiger Salzsiure einzudampfen, um hierdurch zum Chinin- 
hydrochlorid zu gelangen, und dieser Versuch hat, wenn auch 
erst nach Anwendung einiger Kunstgriffe, zum Ziele ge- 
fiihrt. 

Ich léste also genau gewogene Mengen Chininhydrochlorid 
bzw. freier Base in Wasser oder in Alkohol auf, setzte 0,5 com 
Salzsiure zu und dampfte die Lésung auf dem Wasserbade 
zur Trockne ein. Den Riickstand léste ich in Alkohol, setzte 
Poirriers Blau zu und titrierte mit alkoholischer "/,,-Kali- 
lauge. Ich will nicht all die vielen Versuche aufzihlen, die in 
den verschiedensten Variationen angestellt wurden, und nur 
kurz mitteilen, daB alle Versuche iibereinstimmend ergaben, 
daB8 an 1 Molekiil Chinin stets 2 Molekiile oder etwas mehr 
Salzsiure gebunden waren. Es setzte mich dies einigermaBen 
in Erstaunen, da die Angaben der Literatur alle behaupten, 
das zweisdurige Chininhydrochlorid sei ein sehr unbestandiger 
K6rper. Ja, in der Monographie der Alkaloide von Guareschi- 
Kunze-Krause wird fiir die Darstellung dieses Salzes sogar 
eine ganz abenteuerliche Vorschrift gegeben. Hiernach soll man 
nimlich iiber Chininhydrochlorid bei 160° trockenes Chlor- 
wasserstoffgas leiten! 

Allerdings gibt Hesse’) schon an, daB man beim Ein- 
dampfen einer mit 1 Molekiil Salzsiure versetzten Lésung des 
gewohnlichen Chininhydrochlorids das neutrale, d.h. zweisaéurige 


1) Hesse, Liebigs Annal. 267, 144, 1892. 





























Ausscheidung und Bestimmung des Chinins. 163 


Chininhydrochlorid teils in Form von weiBen Nadeln, teils in 
Form einer gelatinésen Masse erhilt, und daS man das kry- 
stallisierte Salz ohne Zersetzung oder Veranderung bei 110° 
trocknen kann. In die Lehrbiicher ist diese Notiz jedoch noch 
nicht tibergegangen. 

Die Versuche konnten aber immerhin fiir meine Zwecke 
nicht befriedigen, denn wenn in dem zuriickbleibenden Salz 
mehr als 2 Molekiile Salzsiure enthalten sind, so wirken diese 
erhéhend auf die Titration und man findet also zuviel Chinin. 
Es kam daher darauf an, aus dem harzartigen Riickstand, der 
aller Wahrscheinlichkeit nach aus dem zweisaurigen Chinin- 
hydrochlorid und etwas beigemengter freier Salzsiure bestand, 
die freie Salzsiure zu entfernen. Mehrmaliges Auflésen in Wasser 
oder Alkohol und Wiedereindampfen fiihrte manchmal zum Ziel, 
manchmal aber auch nicht. Die richtige Menge Salzsiure, 
d. h. 2 Molekiile auf 1 Molekiil Chinin, wurde in den Fallen 
gefunden, wenn die Substanz in ganz diinner Schicht am Boden 
und an den Wanden der Schale ausgebreitet war. 

Ich suchte daher die Fliichtigkeit der Salzsiure auf andere 
Weise zu erhéhen. Nun ist es bekannt, da8 durch Kochsalz- 
zusatz die Léslichkeit von Salzsiuregas in Wasser herabgedriickt 
wird und umgekehrt, und da in der Kochhitze das Kochsalz 
nicht, wohl aber die Salzsiure fliichtig ist, so muBte ein Zu- 
satz von Kochsalz zu der Eindampfungsfliissigkeit zum Ziele 
fiihren. Sollen diese Verhialtnisse lieber modern physikalisch- 
chemisch ausgedriickt werden, so lautet der Satz folgender- 
maBen: Der Chlorwasserstoff ist nur im nichtionisierten Zu- 
stande fliichtig, wahrend Chlorionen mit Wasserdimpfen nicht 
fliichtig sind. Da nun die Konzentration der in einer Fiiissig- 
keitsmenge méglichen Chlorionen eine konstante ist, so kann 
ich die Konzentration der Ionen des Chlors und des Wasser- 
stoffs vermindern, wenn ich die Ionen des Chlornatriums zu- 
setze, und sorge ich dann durch Erhitzen fiir die Verfliichtigung 
des nicht ionisierten Chlorwasserstoffs, so vermehre ich gleich- 
zeitig die Konzentration der Chlornatriumionen und kann die 
Chlorwasserstoffionen vollsténdig zum Verschwinden bringen. 

Nach dieser Uberlegung setzte ich also der einzudampfenden 
Lésung aus Chinin, Alkohol und Salzsiure eine kleine Menge 


Kochsalz zu und erhielt dann stets prompt das zweifachsaure 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 12 
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Chininhydrochlorid, ohne freie Salzsiure. Folgende Versuche 
mégen die Richtigkeit dieser Angabe dartun. 

In etwa 10 com Alkohol, 0,5 ccm Salzsiure (25°/, ig), 0,25 g 
Kochsalz wurden gelést und eingedampft: 

0,2135 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 


13,20 cem */,,-KOH, 
13,18 cem_ berechnet; 


0,2150 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 
12,0 com ®/,.-KOH, 


11,92 ccm berechnet; 
0,2780 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 
15,35 com ®/,,-KOH, 
15,42 ccm berechnet; 
0,1605 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 
8,9 com ®/,,-KOH, 
8,9 com berechnet; 
0,1010 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 


5,l com */,,-KOH, 
5,1 com _ berechnet; 


0,2250 wasserfreies Chininhydrochlorid und verbrauchten 


12,5 ccm ®/,,-KOH, 
12,48 com berechnet. 


Um noch einmal zusammenzufassen, besteht der Kern 
meiner Methode darin, da8 das freie Chinin durch Eindampfen 
in alkoholischer Lésung unter Zusatz von Salzsiure in das 
zweisaurige Salz verwandelt wird, daB iiberschiissige Saure durch 
das zugesetzte Kochsalz verfliichtigt wird und da8 in dem 
erhaltenen zweisdurigen Salz die Saure in alkoholischer Lésung 
mit alkoholischer ®/,,-Kalilauge und Poirriers Blau titriert 
wird. Da auf 10 ccm %/,,-Kalilauge hierbei nur */, Millimol 
Chinin kommt, wahrend bei den Titrationen des Chinins mit 
anderen Indicatoren, wie Himatoxylin usw., ein ganzes Millimol 
in Ansatz gebracht werden muB, so wird der Fehler bei der 
neuen Methode schon hierdurch auf 50°/, herabgesetzt, ab- 
gesehen davon, dab der Umschlag bei der Titration ein ungleich 
scharferer ist. 

Nach Beendigung der vorliegenden Arbeit erhielt ich durch 
die Freundlichkeit des Herrn Dr. MeSner*), Chemijker der Firma 
E. Merck, Kenntnis von seiner Veréffentlichung in der Zeitschr. 

re 1) MeBner, Zeitschr. f. angew. Chem. 1903, Heft 19 u. 20. 
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f. angew. Chem. 1903, Heft 19 u. 20, in der der Verfasser zur 
Titration von Chinaalkaloiden in alkoholischer Lésung das nach 
besonderem Verfahren gereinigte Lackmoid empfiehlt. 

Leider konnte ich fiir meine Zwecke hieraus keinen Nutzen 
mehr ziehen und auch keine entsprechenden Nachpriifungen 
mehr anstellen, da alle meine Versuche schon vollstaindig ab- 
geschlossen vorlagen. 

Sollte wirklich die Titration des Chinins in alkoholischer 
Lésung mit Lackmoid als Indicator einen gerade so scharfen 
Umschlag geben wie die Titration der Salzséure in alkoholischer 
Lésung mit Poirriers Blau als Indicator, so wiirde allerdings 
die Bestimmung des Chinins mit Lackmoid sich bedeutend ein- 
facher gestalten, da hierbei das mehrmalige Eindampfen der 
mit Salzsiure versetzten Chininlésung, wie bei meiner neuen 
Methode, in Wegfall kime. Immerhin aber hat meine neue 
Methode auch dann noch den Vorzug der gréSeren Genauig- 
keit, da nach meiner Methode 1 Millimol Chinin einem Ver- 
brauch von 20 ccm "/,,-Lésung, dagegen bei anderen Indicatoren 
einem Verbrauch von nur 10 ccm */,,-Lésung entspricht. 

Nachdem ich so die Entwicklung der einzelnen Analysen- 
abschnitte bei der Bestimmung des Chinins im Harn ausfiihrlich 
dargelegt habe, gebe ich im folgenden im Zusammenhang an, 
wie sich die Ausfiihrung der Bestimmungsmethode im ganzen 
gestaltet: 

Der auf geeignete Weise gesammelte Harn wird seiner ganzen 
Menge nach in einem genauen MefSzylinder bestimmt und durch 
ein in einem groBen Trichter befindliches lockeres Bauschchen 
reiner Watte filtriert. Der gesamte Harn oder, falls er mehr 
betragt, 400 ccm des Harns werden in einem weithalsigen Erlen- 
meyerschen Kolben mit 200 g Ammoniumsulfat und 10 ccm 
Essigsiure (30°/,ig) versetzt und unter Umriihren auf dem 
Wasserbade erwarmt, bis das Ammoniumsulfat sich vollig gelést 
hat. Man la6t die Mischung erkalten, bringt sie in einen 
groBen, wenn médglich zylindrischen Scheidetrichter, macht sie 
mit Ammoniak (ca, 20 bis 25 cem 10°/, igen Salmiakgeist) stark 
alkalisch und schiittelt sie sofort mit 150 ccm einer Mischung 
aus 1 Teil Chloroform und 3 Teilen Ather aus. Man wieder- 
holt die Ausschiittelung noch 2mal mit je 50 ccm obiger Chloro- 


formathermischung, filtriert die Chloroformatherextrakte ev. unter 
12* 
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Zusatz von etwas gebrannter Magnesia und destilliert den Chloro- 
formather zur Trockne ab. 

Den Riickstand lést man durch vorsichtiges Erwarmen auf 
dem Wasserbade in 10 ccm einer etwa 10°/, igen Schwefelsiure, 
la8t erkalten, filtriert in einen kleinen Scheidetrichter, wascht 
das Filter 2mal mit 5 bis 10 ccm Wasser nach, macht mit 
Natronlauge stark alkalisch und schiittelt nacheinander mit 
50 ccm und 2mal 25 ccm Chloroformiather aus. Die Chloroform- 
aitherextrakte filtriert man ebenfalls unter Zusatz von etwas 
Magnesia und destilliert den Chloroformather bis auf etwa 1 ccm 
ab, spiilt den Riickstand 3mal mit 3 ccm Alkohol in ein Schil- 
chen, versetzt mit 10 Tropfen offizineller Salzsdure und 20 Tropfen 
einer 25°/,igen Kochsalzlésung und verdampft auf dem Wasser- 
bade zur Trockne. Gegen Ende des Verdampfens sorgt man 
durch fleiBiges Schwenken des Schilchens dafiir, da8 sich das 
Kochsalz als feines Krystallmehl und nicht in groBen Krystallen 
absetzt, und daB die Masse sich méglichst diinn auf den Boden 
des Schialchens verteilt. Darauf spiilt man die an den Wanden 
des Schilchens befindliche Masse mit Hilfe der Spritzflasche mit 
Alkohol auf den Boden der Schale und dampft unter fleiBigem 
Umschwenken wiederum ein. Der eingetrocknete Riickstand 
bleibt noch */, Stunde auf dem Wasserbade oder besser im 
Wassertrockenschrank stehen. Darauf lést man die Masse in 
etwas Alkohol und spritzt sie mitsamt dem ungelésten Koch- 
salz in einen kleinen Erlenmeyerschen Kolben, erginzt die 
Fliissigkeit mit Alkohol auf etwa 25 ccm, setzt 5 Tropfen einer 
0,2°/,igen Lésung von Poirriers Blau zu und titriert mit einer 
alkoholischen */,,-Kalilauge, die man sich ex tempore durch 
Mischen von 10 com n-Kalilauge mit absolutem Alkohol zu 
100 ccm hergestellt hat, bis die Blaufairbung in eine schwache 
Rosafarbung iibergegangen ist. Die verbrauchten Kubikzenti- 
meter */,,-Kalilauge mit 0,0162 multipliziert ergeben die vor- 
handene Menge Chinin. 

Ist nur ein Teil des Gesamtharns zur Untersuchung ge- 
kommen, so ist natiirlich unter Beriicksichtigung der betr. 
Mengenverhiltnisse die Gesamtmenge des ausgeschiedenen Chinins 
entsprechend zu berechnen. 

Ich priifte nun selbstverstindlich die so dategieiie Be- 
stimmungsmethode des Chinins durch einige Versuche mit zu 
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diesem Zweck kiinstlich hergestelltem Chininharn nach und 
verfuhr dabei folgendermaBen: 

In 290 com Hundeharn wurden 0,2740 getrocknetes Chinin- 
hydrochlorid gelést und der Harn nach der eben beschriebenen 
Methode untersucht. 

Zur Titration des wiedergewonnenen Chinins in alkoholischer 
Lésung mit Poirriers Blau wurden verbraucht 15,10 com */,,- 
Kalilauge = 0,245 Chininum purum = 0,276 Chininhydrochlorid. 
Wiedergefunden 100,6°/, des angewandten Chinins. 

In 210 com Harn wurden 0,1880 getrocknetes Chininhydro- 
chlorid gelést und verbrauchten, nach der eben beschriebenen 
Methode untersucht, 10,2 ccm */,,-Kalilauge = 0,165 Chininum 
purum = 0,184 Chininhydrochlorid. Wiedergefunden 97,9°/, 
des angewandten Chinins. 

Durch einen blinden Versuch hatte ich mich natiirlich 
davon iiberzeugt, da8B in dem Harn keine Stoffe enthalten 
waren, die bei der Titration als Chinin hatten bestimmt werden 
k6nnen. 

Es lag wohl sehr nahe, daB ich diese neue Methode der 
Chininbestimmung auch fiir die Wertbestimmung der China- 
rinde nutzbar zu machen suchte, da ja die Vorschrift hierfiir 
im deutschen Arzneibuch nicht gerade als ideal bezeichnet 
werden kann. 

Die Versuche, die ich zu diesem Zweck anstellte, sowie 
eine genaue hierfiir ausgearbeitete Methode habe ich an anderer 
Stelle’) mitgeteilt. 

Um nun das Chinin in den Faeces zu bestimmen, ver- 
suchte ich zuerst die oben fiir den Chininharn angegebene 
Methode auch hier zu benutzen. Hierzu muBte ich zuerst die 
Faeces in fliissige Form iiberfiihren, was ich auf verschiedenem 
Wege zu bewerkstelligen versuchte. 

Zuerst verrieb ich die Faeces mit Wasser zu einem diinnen 
Brei, setzte Salzsiure zu und erwirmte */, Stunde auf dem 
Wasserbade. Nach dem Erkalten wurde filtriert und das Filte 
mit Wasser nachgewaschen. Im Filtrat léste ich 40°/, seines 
Gewichtes Ammoniumsulfat, machte mit Ammoniak alkalisch, 
schiittelte 3mal mit Chloroformather aus und behandelte die 
Ausschiittelungen wie oben angegeben weiter. 

4) J. Katz, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 1910, 316 bis 330. 
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Als Mi8stand stellte sich hierbei heraus, daB die Filtration 
des salzsauren Faeces-Auszuges sehr langsam und sehr schlecht 
vonstatten ging, wahrend sonst die Arbeitsweise wohl zum 
Ziele fibrte. 

Bei einem zweiten Versuche wurden die Faeces mit Natron- 
lauge von 15°/, angerieben, der Brei mit Alkohol versetzt, 
filtriert und das Filter mit viel Alkohol nachgewaschen. Das 
Filtrat wurde mit Essigsiure stark sauer gemacht, auf dem 
Wasserbade zur Sirupdicke eingedampft, mit Wasser verdiinnt 
und abermals filtriert. Das wasserige Filtrat wurde mit 40°/, 
Ammoniumsulfat versetzt, mit Ammoniak alkalisch gemacht, 
3mal mit Chloroformather ausgeschiittelt und die Chloroform- 
aitherlésung wie oben weiter verarbeitet. 

Auch diese Methode fihrte zum Ziel, sie erforderte aber 
einesteils eine groBe Menge Alkohol und andernteils ist sie 
infolge der notwendigen Eindampfung und mehrfachen Filtration 
groBer Fliissigkeitsmengen recht umstandlich und langwierig. 

Bei einem dritten Versuch wurden die Faeces mit Alkohol 
und Salzsiure erwirmt, nach dem Erkalten mit Magnesia usta 
zur Abstumpfung der iiberschiissigen Salzsiure versetzt, filtriert 
und das Filtrat auf dem Wasserbade zur Sirupdicke eingedampft. 
Der Riickstand wurde in Wasser gelést, die Lésung mit 40°/, 
Ammoniumsulfat versetzt, mit Ammoniak alkalisch gemacht, 
3mal mit Chloroformather ausgeschiittelt und in bekannter 
Weise weiter behandelt. 

Hierbei stérte es sehr, da®B durch die Salzséure groBe 
Mengen von Kalk aus den Faeces mitgelést waren, die mit dem 
Ammoniumsulfat eine starke Fiallung von Gips veranlaBten. 
Diese Methode war also nicht anwendbar. 

Zuletzt verrieb ich die Faeces mit Alkohol, sauerte mit 
Essigsiure stark an, erwairmte auf dem Wasserbade, filtrierte 
nach dem Erkalten und dampfte das Filtrat auf dem Wasser- 
bade zur Sirupdicke ein. Den Riickstand léste ich in Wasser, 
versetzte die Lésung mit 40°/, Ammoniumsulfat, machte alka- 
lisch, schiittelte 3mal mit Chloroformather aus usw. 

Diese letzte Methode erwies sich als sehr brauchbar, die 
Flissigkeiten filtrierten gut, hatten keinen unangenehmen Geruch 
mehr, waren nicht zu stark gefirbt, lieBen sich gut ausschiitteln 
und lieferten sogleich ein leidlich reines Rohchinin. Es wurde 
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daher diese Methode fiir die Bestimmung des Chinins in den 
Faeces in Anwendung gebracht. 


Identitaétsnachweis des wiedergefundenen Chinins. 


Nachdem so die Methoden fiir die quantitative Bestimmung 
des Chinins in Harn und Faeces festgelegt waren, kam es 
noch darauf an, nachzuweisen, da8 die als Chinin titrierte Sub- 
stanz auch wirklich Chinin war. 

Hierzu benutzte ich neben qualitativen Reaktionen auch 
noch quantitative Untersuchungen von Salzen bzw. Doppel- 
salzen, in die ich das aus dem Harn und den Faeces wieder- 
gewonnene Chinin zu diesem Zweck iiberfiihrte. 

Als qualitative Reaktionen benutzte ich 

1. die Fluorescenz der wahrend der Titrationsmethode er- 
haltenen schwefelsauren Chininlésungen; 

2. die Triibung, die beim Alkalisieren der sauren Lésungen 
auftritt, und die durch Schiitteln mit Chloroformather wieder 
verschwindet ; , 

3. die Thalleiochinreaktion; 

4. die Erythrochinreaktion'), die darin besteht, da8B man 
10 ccm der schwach sauren Alkaloidlésung mit je 1 Tropfen 
Bromwasser, Ferrocyankalium (1:10) und Ammoniak (10°/,) 
versetzt und die Mischung mit Chloroform schiittelt. Bei Gegen- 
wart von Chinin tritt eine deutliche Rotfarbung auf. 

Fiir die quantitative Identifizierung des Chinins wurde das 
Platindoppelsalz und der Herapathit herangezogen. 

Die Darstellung dieser beiden Chinindoppelsalze sowohl 
aus reinem wie auch aus wiedergewonnenem Chinin und ihre 
Untersuchung wird unten genau beschrieben werden. 

So waren denn die Methoden sowohl fir die qualitative 
Erkennung wie auch fiir die quantitative Bestimmung des 
Chinins gegeben, und ich gehe nunmehr zur Besprechung der 
pharmakologischen Versuche mit Chinin an Hunden iiber. 


Pharmakologische Versuche. 


Ich benutzte zu meinen Versuchen 5 Hiindinnen, da aus 
leicht begreiflichen Griinden bei mannlichen Hunden der Harn 


1) Abensour, Journ, de Chim, et Pharm, 26, Nr. 1, 1907 und 
Pharm. Zeitg. 1907, 680, 
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in einem gewdhnlichen Gitterkafig nur sehr schwer vollstaindig 
aufgefangen werden kann. Der Harn wurde in untergestellten 
Hafenglisern gesammelt, wiahrend der Kot im Kafig selbst 
auf dem aus rostférmigen Eisenstaében gebildeten Boden zuriick- 
blieb. Jeden Morgen um 8 Uhr wurden die Hafengliser ge- 
wechselt, so da8 die Tagesmenge des Harns von morgens 8 Uhr 
bis morgens 8 Uhr gerechnet wurde. Der Kot wurde méglichst 
sofort aus dem Kafig entfernt. 

Die Einverleibung des Chinins geschah bei 2 Hunden (1 und 2) 
in der Weise, da8 Chininhydrochlorid in Gelatinekapseln ein- 
geschlossen wurde, wobei eine Beschmutzung der AuBenseite der 
Kapseln mit Chinin peinlich vermieden wurde. Diese Kapseln 
wurden dann das eine Mal mit weicher Wurst umbhiillt, ein 
anderes Mal in mit einem Bohrloch versehenen Kuchen oder 
Fleisch oder Braten geschoben und den Hunden zum Fressen 
in der Hand vorgelegt. Dadurch, daB die chininhaltigen Stiicke 
recht klein gewahit wurden und den Hunden vorher einige 
groBe Stiicke desselben chininfreien Materials verabreicht waren, 
wurde erreicht, da8 die chininhaltigen Bissen von den Hunden 
ohne ZerbeiBen und ohne Kauen hinuntergeschluckt wurden. 
Wenn durch Zufall einmal eine Kapsel von dem Hunde zer- 
bissen war, so war es fiir die Folge absolut unméglich, ihm 
dasselbe Material, seien es auch die gréBten Leckerbissen, wie 
Wurst oder Braten, nochmals einzuverleiben. Der Hund hungerte 
lieber, als daB er z. B. ein Stiick Rotwurst anrihrte, wenn er 
einmal in Rotwurst Chinin zerbissen hatte. 

Da also die Einverleibung eines bitter schmeckenden Chinin- 
salzes mit sehr groBen Schwierigkeiten verbunden war, gab ich 
einem 3. Hunde (3) das geschmacklose Aristochin. Diese Sub- 
stanz ist so vollig geschmacklos, daS sie ganz einfach unter 
das Futter gemischt werden konnte. Ich mischte das abge- 
wogene Aristochin in einer Porzellanschale mit dem breiférmigen 
Futter, z. B. gehacktem Fleisch, weicher Leberwurst usw., gab 
die Mischung dem Hund zum Fressen und wusch die Reste in 
der Porzellanschale nochmals mit demselben Futterbrei aus, um 
auch wirklich alles Aristochin dem Hunde einzuverleiben. 

Bei diesen Versuchen mit Aristochin wollte ich gleichzeitig 
auch noch feststellen, ob die Unléslichkeit und langsame Spalt- 
barkeit dieses Chininderivates auf die Resorption und Aus- 
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scheidung von Einflu8 ist, was, wie sich zeigen wird, tatsich- 
lich der Fall ist. 

Derselbe Hund, eine sehr gutmiitige schwarze Pudelhiindin, 
diente mir dann noch zu Versuchen mit Chininhydrochlorid- 
lésung, die mit der Schlundsonde eingegeben wurde. Dadurch, 
daB der Hund nach der Applikation der Schlundsonde irgend- 
einen Leckerbissen bekam, konnte er nach den ersten Malen 
bereits dazu gebracht werden, da8 er von selbst auf den Operations- 
tisch sprang, das Maul aufmachte und sich willig die Schlund- 
sonde einfiihren lieB. 

Alle diese Versuche wurden iiber eine gréBere Reihe von Tagen 
fortgefiihrt, und zwar betrugen die Versuchsreihen je 7 bis 22 Tage. 
Nach Beendigung der Fiitterungsversuche wurde noch einige Tage 
der Harn weiter untersucht, um auch das schnellere oder lang- 
samere Abklingen der Chininausscheidung aus dem langere Zeit 
mit Chinin behandelten Hundeorganismus zu beobachten. 

Nachdem ich so am Hunde die Ausscheidung des per os 
eingegebenen Chinins griindlich studiert hatte, machte ich noch 
einige Versuche iiber die Ausscheidung von Chinin, das dem 
Hunde anderweitig einverleibt war. 

Schon Kleine’) und Schmitz?) haben die Chininaus- 
scheidung beim Menschen nach subcutaner Einspritzung unter- 
sucht und dabei gefunden, da8 die Ausscheidung des subcutan 
injizierten Chinins durch den Harn prozentual geringer ist als 
die Ausscheidung des per os gegebenen. 

Schmitz verwandte zu seinen Einspritzungen eine Chinin- 
lésung, die wie folgt zusammengesetzt war: 

Chininhydrochlorid 3,0, Urethan 1,5, Aqua dest. 3,0. Jeder 
Kubikzentimeter dieser Lésung enthielt 0,37 Chininhydrochlorid. 

Es ist bekannt, daB man durch subcutane oder intra- 
muskulare Einspritzungen von Chininlésungen sehr leicht bak- 
terienfreie Eiterungen erzeugen kann. Diese Eiterungen nur 
auf das Konto der groBen eingespritzten Fliissigkeitsmengen zu 
setzen, wie dies auch Schmitz getan zu haben scheint, der 
deswegen mit Urethan hergestellte, sehr hochprozentige Chinin 


1) Kleine, Zeitschr. f. Hygiene 38, 458, 1901. 

2) Richard Schmitz, Uber Ausscheidung und Bestimmung des 
Chinins in Harn und Faeces. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 301 bis 313, 1907. 
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lésungen verwandte, diirfte wohl nicht angangig sein, da ja 
sonst intramuskulare Kochsalzinfusionen ebenfalls aseptische 
Eiterungen verursachen miBten. Andererseits aber ist es auch 
nicht angangig, diese aseptischen Eiterungen dem eingespritzten 
Chinin zur Last zu legen, da ja sonst Schmitz bei seinen Ver- 
suchen ebenfalls Eiterungen hatte beobachten miissen. Man ist 
daher wohl gezwungen, die bei Einspritzung von Chininhydro- 
chloridlésung beobachteten aseptischen Eiterungen so zu er- 
klaren, da8 man annimmt, die Salzsiure des Chininhydrochlorids 
wirke hier als freie Séure. Bei den Versuchen von Schmitz 
wurde diese freie Séure durch die groBe Menge zugesetzten 
Urethans wieder kompensiert. 

Nun ist in letzter Zeit namentlich von franzésischen For- 
schern') das Chininformiat zu subcutaner Einspritzung bei 
solchen Personen empfohlen, die eine innerliche (d. h. per os) 
Verabreichung von Chinin nicht vertragen. Die subcutane 
Applikation einer Chininformiatlésung soll weder Schmerzen ver- 
ursachen noch sonst schidlich sein. Ich verwandte daher zu 
meinen Versuchen ebenfalls das Chininformiat, das ich in Form 
einer 10°/, igen wasserigen Lésung einmal subcutan und bei 
einer anderen Versuchsreihe intramuskular injizierte. Mehrere 
Tage nach AbschluB der Versuche wurde der Hund getétet und 
seziert, und es zeigte sich, daB an den Injektionsstellen weder 
Eiterbildung noch auch Schwielenbildung oder irgendeine sonstige 
Veranderung stattgefunden hatte. 

Im folgenden fiihre ich nun die bei der Untersuchung des 
Harns der mit Chinin behandelten Hunde erhaltenen Resultate 
tabellarisch auf. Zum Verstindnis dieser Tabellen sei noch 
folgendes bemerkt: 

In den ersten Tabellen ist unter ,,gefundene Chininmenge“ 
das durch Titration bestimmte Chinin aufgefiihrt. Aus diesen 
Werten wurde dann unter Beriicksichtigung der ganzen vom 
Hund an dem betreffenden Tage gelassenen Menge Harn und 
der zur Untersuchung verwandten Harnmenge die Menge des 
gesamten ausgeschiedenen Chinins berechnet. In den zweiten 
Tabellen ist zuerst das Chinin aufgefiihrt, das an dem Tage 


1) Catillon, Med. Klinik 1905, 1264. — Hirtz et Claisse, Semaine 
médicale 1906, Nr. 4, S. 45, beides zitiert nach Mercks Jahbresbericht fiir 
1905, 5, und fiir 1906, 8. 
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gegeben war, wahrenddessen der Harn von dem Hunde gelassen 
wurde. Durch Division dieser gegebenen Chininmenge in die 
wiedergefundene Chininmenge wurde ermittelt, wieviel Prozent 
der eingegebenen Chininmenge durch den Harn jeweilig zur Aus- 
scheidung gelangt war. 

Einige Male hatten die Hunde gleich nach der Mahlzeit ge- 
brochen. Da wohl anzunelimen ist, daB sie dabei das gesamte ihnen 
mit dem letzten Futter einverleibte Chinin wieder ausgebrochen 
hatten, so habe ich als an diesem Tage eingegeben nur das mit 
der nicht ausgebrochenen Mahlzeit verabreichte Chinin aufgefiihrt. 

Nach Beendigung der Fiitterungsversuche wurde der Harn 
noch einige Tage weiter untersucht. Die hierbei gefundenen 
Chininmengen wurden nun auf die letzte eingegebene Tages- 
menge Chinin berechnet, so da8 also hier die Bezeichnung 
»°/, der Tagesmenge“ sich auf die Chininmenge des letzten 
Tages bezieht, an denen iiberhaupt Chinin gegeben wurde. 





Tabelle Ia. 
Hund 1. 
anne =o hte| Gefundene | _ AU®: 
uzierte | suchte | Verbrauchte ene | 
Detum Harn- | Harn- com"/;9- -KOH a sang 
menge | a — 

19. VIII. 400 | 300 0,25 0,00405 0,00540 
20. VIII. 250 | 250 | 0,50 | 0,00810 0,00810 
21. VIL. 350 | 350 1,3 0,02106 0,02106 
22. VIII. 850 400 0,65 | 0,01053 0,02238 
23. VIII. 475 | 400 0,90 0,01457 0,01731 
24, VIII. 7% | 0,75 | 0,01215 0,01215 
25. VIIL. 300 300 1,15 | 0,01863 0,01863 
26. VIII. 650 | 400 2,4 | 0,03888 0,06317 
27. VIII. 170 170 0,25 | 0,00405 0,00405 
28. VIII. | 350 | 350 2,4 | 0,03888 0,03888 
29. VIIL. 920 400 2,0 |  0,03240 0,07450 
30. VIII. 460 | 400 | 1,25 | 0,02025 0,02329 
31. VILL. 150 | 150 2,0 | 0,03240 | 0,03240 

1. IX. 460 400 | 3,4 | 0,05508 0,06334 

2. IX. 445 | 400 4,9 | 0,07938 0,08831 

3. IX 280 | 280 | 2.5 | 0,04050 0,04050 

4, 1X 375 375 0,4 , 0,00648 0,00648 

5. IX 400 400 2,9 0,04698 0,04698 

6. IX. 175 | 175 3,25 | 0,05264 0,05264 

7. IX. 580 _ 400 1,75 0,02835  0,04110 

8. LX. 480 _ 400 2,0 | 0,03240  —_:0,03887 

9. 1X. 340 | 340 4,4 0,07129  0,07129 
10. IX. 410 | 400 11 0,01782 0,01827 
11. IX. 260 | 260 0,3 | 0,00486 0,00486 
12. IX. 510 | 400 | 0,05 | 0,00081 | 0,00103 
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Tabelle Ib. 
Hund 1. 
Am Tage vorher | Gesamtmenge g nm & * rae Fs 
by oO & oo tn 2 S 

Datum | Chinin- |= Chi-|Chinin-/—Chi-] $38 | 78 | 282 | 54 
hydro- | ninum | hydro- | ninum S65 <8 ie el 

ee eblorid | purum | chiorid | purum & sis ‘© | 38 
19. VIII. | 2 >< 0,25 | 0,408 0,5 0,408 | 0,0054 | 1,29 | 0,0054| 1,29 
20. VIII. | 2 >< 0,25 | 6,408 1,0 0,817 | 0,0081 | 1,98 |0,0135| 1,65 
21. VIII. | 2 >< 0,25 | 0,408 | 1,5 1,226 | 0,0211 | 5,15 | 0,0346| 2,82 
22. VIII. | 2>< 0,25 | 0,408 | 2,0 1,634 | 0,0224 | 5,47 | 0,0569| 3,48 
23. VIIL. | 1 >< 0,25 0,204 | 2,25 | 1,839 | 0,0173| 8,47 | 0,0743| 4,04 
24. VIII. | 2 >< 0,25 | 0,408 2,75 | 2,247 | 0,0122| 2,97 | 0,0864| 3,84 
25. VIII. | 2 >< 0,25 | 0,408 3,25 | 2,656 | 0,0186 | 4,56 | 0,1050| 3,95 
26. VIII. | 2 >< 0,25 | 0,408 3,75 | 3,063 | 0,0632 | 15,10 | 0,1681 | 5,49 








27. VIII. | 2>< 0,25 | 0,408 | 4,25 | 3,473 | 0,0041 | 0,99 | 0,1722! 4,96 
28. VIII. | 25< 0,25 | 0,408 | 4.75 | 3,882 | 0,0389| 9,50 | 0.2110! 

29. VIII. | 3>< 0,25 | 0,613 | 5,50 | 4,494 | 0,0746 | 12,15 | 0,2855 | 6,35 
30. VIIL. | 1 >< 0,25 | 0,204 4,699 | 0,0233 | 11,40 |0,3088 6,57 
31. VIL. | 3>< 0,25 | 0,613 | 6,50 | 5,311 | 0,0324| 5,28 |0,3411| 6,42 
1.1X. | 3><0,25 | 0,613 | 7,25 | 5,924 | 0,0633 | 10,33 | 0,4044| 6,83 
2.1X. | 3><0,25 0,613 | 8,00 | 6,539 | 0,0883 | 14,41 | 04927) 7,54 
3.1X. |3><0,25 | 0,613 | 8,75 | 7,150 | 0,0405 | 6,61 | 0,5332 | 
4.1X. | 2><0,25 | 0,408 | 9,25 | 7,558 | 0,0065| 1,59 | 0,5397| 7,14 
5.1X. | 3>< 0,25 | 0,613 | 10,00 | 8,172 | 0,0470 | 7,65 | 0,5867| 7,38 
6.1X. | 2 0,25 | 0,408 | 10,50 | 8,586 | 0,0526 | 12,88 | 0,6393! 7,45 
7.IX. | 1><0,25 0,204 | 10,75 | 8,786 | 0,0411 | 20,12 | 0,6804| 7,74 
8.1X. | 3><0,25 | 0,613 | 11,50 | 9,397 | 0,0389| 6,34 |0,7193| 7,65 
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9.1X. | 4><0,25 | 0,817 | 12,50 | 10,210 | 0,0713 | 8,72 | 0,7906 | 7,76 
10. 1X. ss | = 12,50 | 10,210 0,0183 | 2,24 | 0,8088| 7,92 
11. 1X. —_ | — 12,50 | 10,210 | 0,0049 | 0,60 |0,8137) 7,97 
12. 1X. — —_ 12,50 | 10,210 | 0,0010 | 0,12 | 0,8147) 7,98 


Da es nun nicht zu vermeiden war, da8 der Hund gleich 
nach dem Wechseln der AuffangegefaBe noch eine Portion Harn 
lieB, die also eigentlich noch zu der Menge des vorigen Tages 
gehérte, so wurde, um eine gréBere GleichmaBigkeit der Resul- 
tate zu erzielen, in anderen Kolumnen noch durch Addition der 
einzelnen Gaben bzw. wiedergefundenen Chininmengen und Di- 
vision dieser Zahlen festgestellt, wieviel Prozent das gesamte 
bis zu dem betreffenden Tage ausgeschiedene Chinin von dem 
gesamten bis zum Tage eingegebenen Chinin ausmachte. 

Die Tabelle iiber das durch den Kot ausgeschiedene, also 
nicht resorbierte Chinin ist gerade so berechnet und wohl ohne 
weiteres verstandlich. 

Aus diesen Tabellen ersieht man zunichst, daB bei Ein- 
gabe von Chinin, sei es nun per os, subcutan oder intramusku- 
lar, und sei es in Form des Hydrochlorids, des Formiates oder 
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des Kohlensaureesters, des Aristochins, stets eine betrichtliche 
Menge des Chinins als solches unveriindert im Harn wieder er- 
scheint. 

Hund 1 erhielt innerhalb 22 Tagen 12,50 Chininhydrochlorid, 
entsprechend 10,21 Chininum purum, und schied wahrend dieser 
Zeit aus 0.7906 Chinin, entsprechend 7,76°/, der gesamten ein- 
gegebenen Chininmenge. In den folgenden 3 Tagen schied er 
zusammen noch 0,0242 Chinin aus, also im ganzen 0,8147 g, 
das sind 7,98°/, der Gesamtmenge. 

Auf die jeweilige Tagesdosis berechnet, variierten die Chinin- 
ausscheidungen zwischen 0,99°/, und 20,12°/, und betrugen im 
Mittel 7,82°/,. Die starken Schwankungen in den Chinin- 
ausscheidungen haben ihren Grund teilweise in den schwankenden 
Harnausscheidungen, teilweise in den wechselnden Tagesdosen 
Chinin, die dem Hunde einverleibt werden konnten. So z. B. 
entspricht der geringen Harnmenge von 170 ccm am 27. VIII. 
auch die niedrige Menge ausgeschiedenen Chinins von 0,00405 g 
und der groBen Harnmenge von 580 ccm am 7. IX. die ver- 


Tabelle Ila. 


aa 

















Hund 2. 
Pro- | Unter- wi . oasis pom 
duzierte suchte | Verbrauchte efundene af 
Datam Harn- | Harn- (cem®/;9-KOH| Chininmenge F ewe nnecead 
menge | menge | ng! 
19. VIII. 773 | 300 0.75 | 0,01210 0,03131 
20. VIII. 705 |; 400 1,25 |  0,02025 0,03569 
21. ViIL. 565 300 0,9 | 0,01457 0,02744 
22. VIIL 590 | 400 19 | 0,03078 0,04540 
23. VI'L. 800 400 0,75 | 0,01210 0,02420 
24. VIII. 675 | 400 | 14 | 0,02268 0,03402 
25. VIII. | 600 400 | 16 | ,02592 0,03888 
26. VIII. 650 400 | 15 | 0,02430 0,03949 
27. VIL. 700 | #400 =| 2.0 | 0,03240 0,05669 
28. VIII. 435 400 | 3,5 0,05671 0,06 166 
29. VIII. 475 400 1,75 | 0,02834 0,03366 
30. VIII. a 175 0.9 | 0,01457 0,01457 
31. VUL. 340 | 340 19 | 0,03078 0,03078 
ms a 730 | 400 20 | 0,03240 0,05913 
2. Ix. 475 | 400 0.75 | 0,01210 0,01443 
S..5e.. 475 400 15 | 0,02430 0,02885 
4. IX. 580 | 400 21 { 0,03402 0,04932 
5. IX. 685 | 400 1,25 | 0,02025 0,03467 
6. LX. 375 375 0,4 0,00648 0,00648 
=. oe 610 400 0 25 |  0,00400 0,00600 
8, IX. 550 | 400 0,15 | 0,00240 0,00330 
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Tabelle ILb. 

















Hund 2. 
Am Tage vorher | Gesamtmenge | . z 4 u's % - é Sp 
@ oo o fiz 

Datum | Chinin- |= Chi-|Chinin-|—Chi-|"3' 7} | ESE | se 
hydro- ninum|hydro- ninum |= 55 2 bp sre |@g 

chlorid purum|chlorid | purum|~ eis 'sg 
19. VIII. lo < 0,25 0,408 0,5 0,408 |0,0313 7,66 |0,0313 7,66 
20. VITI.}| 2>< 0,25 0,408 1,0 0,817 |0,0357 8,74 10,0670 8,20 
21. VIIL.| 2>< 0,25 0,408 1,5 1,226 |0,0274| 6,72 /|0,0944, 7,70 
22. VIIT.| 2>< 0,25 0,408 2,0 1,634 |0,0454 11,11 |0,1398 8,56 
23. VIII. — -- 2,0 1,634 | 0,0242 5,92 |0,1640 10,03 
24. VILI.| 2>< 0,25 | 0,408 2,50 2,043 |0,0340 8,33 10,1981) 9,92 
25. VIIL.| 2>< 0,25 0,408 3,00 2,451 |0,0389, 9,52 10,2369 9,44 
26. VIII.| 2>< 0,25 0,408 3,50 | 2,861 |0,0395 9,67 |0,2764, 9,66 
27. VIIL | 2>< 0,25 0,408 | 4,00 | 3,269 |0,0567 13,88 | 0,3331 | 10,19 
28. VIUL.| 2>< 0,25 0,408 4,50 3,677 |0,0617 15,09 | 0,3948 10,74 
29. VIIL.} 3>< 0,25 | 0,613 | 5,25 4,290 |0,0337) 5,49 | 0,4284' 9,98 
30. VIII. — -- 5,25 | 4,290 |0,0146| 2,38 | 0,4431 | 10,33 
31. VIIL| 2>< 0,25 0,408 5,75 4,699 |0,0308 7,53 | 0,4739 | 10,09 
1IX. | 2><0,25 0,408 | 6,25 5,107 |0,0591 | 14,47 | 0,5330' 10,43 
2.1IX. | 1 >< 0,25 | 0,204 6,50 5,311 |0,0144' 8,89 | 0,5474 | 10,30 
3.1IX. | 3><0,25 0,613 7,25- 5,924 |0,0289 4,71 |0,5763) 9,73 
4. IX. —- a 7,25 5,924 |0,0493 8,05 | 0,6256 | 10,56 
5. IX. | 1><0,25 0,204 7,50 6,130 |0,0347 16,97 | 0,6603 10,76 
6. IX. -- _- 7,50 6,130 |0,0065 0,32 | 0,6668 10,87 
7. TX. = o 7,50 6,130 |0,0060 0,29 | 0,6728 10,98 
8. IX. — — 7,50 | 6,130 |0,0033 0,16 | 0,6761 | 11,03 


haltnismaBig hohe ausgeschiedene Chininmenge von 0,0411 g, 
obgleich an diesem letzten Tage nur 0,204 g Chininum purum 
gegeben war. Hier wirkten eben noch die Chiningaben der 
vorhergehenden Tage auf die Ausscheidung nachtraglich ein. 


Hund 2 erhielt an 15 Tagen 7,50 g Chininhydrochlorid, 
entsprechend 6,13 g Chininum purum und schied wahrend dieser 
Zeit aus 0,6603 g, entsprechend 10,76°/, der gesamten ein- 
gegebenen Chininmenge. In den folgenden 3 Tagen schied er 
zusammen noch 0,0158 g Chinin aus, also im ganzen 0,6761 g, 
das sind 11,03°/, der Gesamtmenge. 

Auf die jeweilige Tagesdosis berechnet, variierten die Chinin- 
ausscheidungen zwischen 4,71°/, und 16,97°/, und betrugen im 
Mittel 9,30°/,. Hierzu muB bemerkt werden, daB die in der 
Tabelle noch mit enthaltenen Zahlen von den Tagen, an denen 
der Hund kein Chinin genommen hatte, fiir die _Berechnung 
des Minimums-Maximums und des Mittelwertes natiirlich aus- 


geschieden sind. 
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Tabelle Illa. 
Hund 3 (Versuche mit Chininhydrochlorid). 
Pro- Unter- | Pk 
duzierte | suchte | Verbrauchte | Gefundene | yal 
Detam Harn- Harn- ccm*/;9-KOH Chininmenge | —- 
menge menge | enmee at 
21. IX. 500 400 2,1 0,0340 i 00425 
22. IX. 460 400 2,3 0,0372 0,0428 
23. IX. 350 350 | 2,7 0,0438 0,0438 
24. IX. 280 280 2,0 0,0324 0,0324 
25. IX. 210 210 | 0,5 0,0081 0,0081 
26. IX. 430 400 | 2,5 0,0405 0,0435 1) 
27. IX. 300 | 300 | 5,2 0,0842 0,0842 
28. IX. 400 400 4,1 0,0664 0.0664 
29. IX. 380 380 3, 0,0599 0,0599 
30. IX. 480 400 1,0 0,0162 0.0194 
1. X. 420 400 0,2 0,0032 0,0034 
2. X. 240 240 0,1 0,0016 0,0016 
4 210 | 210 — _— — 
1) Hund hat gebrochen. 
Tabelle IIIb. 
Hund 3 (Versuche mit Chininhydrochlorid). 
Am Tage vorher Gesamtmenge ‘ ge & 1 Hn < & ee 
Datum | Chinin- |= Chi-|Chinin-/—Chi-|—~GE 3] Ese ise 
hydro- | ninum | hydro- | ninum SES so & gsc |e 
chlorid | purum | chlorid | purum|™ §, His “'s3 
21. IX. | 2>< 0,25 | 0,408 0,5 | 0,408 | 0,0425 10,42 |0,0425 10,42 
22. 1X. | 2>< 0,25 | 0,408 1,0 0,817 | 0,0428 10,49 |0,0853 10,44 
23. IX. | 2 >< 0,25 | 0,408 1,5 1,225 | 0,0438 10,74 10,1291 10,54 
24.1X.]1><0,5 | 0,408 2,0 1,634 |0,0324 7,94]0,1615 9,88 
25. IX. —- | =— 2,0 1,634 |0,0081 1,98 | 0,1696 10,38 
26. IX. | 1 >< 0,51), 0,408 2,5 2,042 | 0,0435 | 10,66 |0,2131 10,44 
27.1X.|2><0,5 | 0,817 3,5 2,859 |0,0842 10,32 | 0,2973 10,40 
28. IX. | 2><0,5 | 0,817 4,5 3,676 | 0,0664 8,14 ]0,3637 9,89 
29. IX. |] 2><0,5 | 0,817 5,5 4,493 |0,0599 7,34 10,4236 9,43 
30. TX. -- —_ 5,5 4,493 10,0194 2,38 |0,4430 9,86 
1. X. —_ 5,5 4,493 10,0034, 0,42 |0,4464 9,94 
2. X. — - 5,5 4,493 10,0016 0,2010,4480 9,97 
3. X. oo 5,5 4,493 — — |0,4480 9,97 








ausgebrochen. 
Hund 3 erhielt vom 21. [X. bis zum 29. IX. an 8 Tagen im 
ganzen 5,5 g Chininhydrochlorid, entsprechend 4,493 g Chininum 
purum, und schied wihrend dieser Zeit aus 0,4236 g Chinin, ent- 
sprechend 9,43°/, der gesamten eingegebenen Chininmenge. In den 
folgenden 3 Tagen schied er insgesamt noch 0,0244 g Chinin aus, 
also im ganzen 0,4480 g, das sind 9,97°/, der Gesamtmenge. 








1) Gegeben war die doppelte Menge, doch wurde die Hilfte wieder 
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Auf die jeweilige Tagesdosis berechnet, variierten die Chinin- 
ausscheidungen zwischen 7,34°/, und 10,74°/, und betrugen im 
Mittel 9,51°/,. Die Chininausscheidungen waren also bei diesem 
Hunde viel gleichmaBiger als bei den beiden anderen. 

Dagegen klingt die Chininausscheidung nach dem Aufhéren 
der Chininfiitterung bei allen 3 Hunden ganz gleichmaBig ab; 
sie betriigt am Tage nach Beendigung der Versuche 2,24°/,, 
bzw. 0,32°/, und 2,38°/, der letzten Tagésdosis, fallt am zweiten 
Tage auf 0,60°/,, bzw. 0,29°/, und 0,42°/, und betrigt am 
dritten Tage nur noch 0,12°/,, bzw. 0,16°/, und 0,20°/,. Am 
vierten Tage war gar kein Chinin mehr im Harn nachzuweisen. 

Etwas anders gestaltet sich die Chininausscheidung, wenn 
man statt des leicht léslichen und infolgedessen auch leicht 
resorbierbaren Hydrochlorids den schwer léslichen und erst all- 
miahlich resorbierbaren Kohlenséureester des Chinins, das Aris- 
tochin, zu den Versuchen verwendet. 

Hund 3 erhielt vom 9. IX. bis zum 15. IX. an 7 Tagen 
6,25 g Aristochin, entsprechend 6,00 g Chininum purum. Er schied 
wahrend dieser Zeit 0,4553 g Chinin aus, entsprechend 7,58°/, 
der gesamten eingegebenen Menge. In den folgenden 3 Tagen 
schied er noch 0,0956 g und am vierten Tage sogar immer noch 
0,0162 g, also insgesamt noch 0,1118 g Chinin aus. Die gesamte 
ausgeschiedene Menge betrug also 0,5671 g, das sind 9,44°/, 
der gesamten eingegebenen Menge. 


Tabelle Ile. 
Hund 3 (Versuche mit Aristochin). 














Pro- | Unter- | . ad pom 

duzierte | suchte | Verbrauchte| Gefundene mac 

Detem Harn- | Harn- jcom °/, 5-KOH| Chininmenge | ——S— 

menge | menge | ge 

ee meen. ai Nate il Sen See Oe 
9. IX. 345 | 345 | 29 0.0470 | 0,0470 
10. IX. 355 | 355 2,9 0,0470 | 0,0470 
11. IX. 300 | 300 | 2.9 0.0470 | —0,0470 
12. IX. 430 | 400 | 3,8 0,0616 0,0662 
13. IX. 500 400 | 5,1 0,0826 0,1033 

14. IX. 20 | 28:0 | 44 0,0713 0,07131) 

15. IX. 320 | 320 | 4,6 0,0745 0,0745 
16. IX. 300 | 300 | 3,0 0,0486 0,0486 
17. IX. 290 | 290 | 2,0 0,0324 0,0324 
18, IX. 250 250 | 0,9 0,0146 0,0146 
19. IX. 190 | 19 | 10 0,0162 0,0162 





1) Hund hat gebrochen. 
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Tabelle IIld. 
Hund 3 (Versuche mit Aristochin). 





| 











— —— 
Am Tage pir a> ils s : j 8 
Datum | Aristo- | ~ “" Aristo- | —. at a\ HE 
jin |i és i etal = A é x28 
RE end ee ee 








9,IX.|2><0,5 | 0,961 | 1,0 | 0,961 |0,0470! 4,89 | 0,0470! 4,89 
10. 1X. ]2><0,5 | 0,961 | 2.0 | 1,923 |0,0470| 4,89 | 0,0040 4,89 
11. IX. |2><0,5 | 0,961 | 3,0 | 2,884 |0,0470) 4,89 | 0,1410 | 4,89 
12. 1X. ]25<0,5 | 0,961 | 4,0 | 3,546 |0,0662! 6,89 | 0,2072 5,39 
13.1X.|2><0,5 | 0,961 | 5,0 | 4,805 |0,1033| 10,75 | 0.3105 | 6,46 
14. IX. | 1><0,75%), 0,721 | 5,75 | 5,526 |0,0713| 9,89 | 0,3818 | 6,91 




















15. 1X. |1><0,5 | 0,480] 625 | 6,000 0,0745 | 15,52 | 0,4553 | 7,58 
16. IX. — —_ 6,25 | 6,000 | 0,0486 | 10,13 | 0,5039 | 8,30 
17. IX. _ _ 6,25 | 6,000 |0,0324' 6,75 |0,5363 8,93 
18. IX. o—_ _ 6,25 | 6,000 10,0146! 3,04] 0,5509 | 9,17 
19, IX. - | = 6,25 | 6,000 |0,0162) 3,38 | 0,5671 9,44 


1) Gegeben war die doppelte Menge Chinin. 


Auf die jeweilige Tagesdosis berechnet, variierten die Chinin- 
ausscheidungen zwischen 4,89°/, am ersten Tage und 15,52°/, 
am letzten Tage des Versuches, und zwar nahm die Ausscheidung 
vollstindig gleichmaBig vom ersten bis zum letzten Tage zu. 

Am Tage nach Beendigung der Versuche wurden noch 
10,13°/,, am zweiten Tage 6,75°/,, und selbst am dritten und 
vierten Tage noch 3,04 bzw. 3,38°/, der letzten Tagesdosis 
ausgeschieden. 

Vergleicht man hiermit die Ausscheidungen nach Aufnahme 
von Chininhydrochlorid, die bereits am zweiten Tage nach Be- 
endigung der Versuche nur noch wenige Zehntel Prozent be- 
tragen, so fallt der Unterschied wohl sehr stark auf, 

Diese Verschiedenheit in der Ausscheidung des Chinins 
nach Hydrochlorid- bzw. Aristochinaufnahme scheint mir nun 
dadurch bedingt zu sein, da8 das Hydrochlorid als leicht lés- 
liches Salz sofort in die Blutbahn aufgenommen wird und, da 
es dort natiirlich sogleich seine volle Wirkung entfaltet, vom 
Kérper auch sofort ausgeschieden wird, wahrend das Aristochin 
im nicht gespaltenen Zustand keine Wirkung entfaltet und erst 
entsprechend dem Grad seiner erfolgten Spaltung in Chinin 
zur Ausscheidung gelangt. Da diese Ausscheidung iiber mehrere 
Tage anhalt, so darf man auch wohl annehmen, daB sich das 


Aristochin so lange im ungespaltenen Zustande im Korper er- 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 13 
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halt, und weiter, daB es also auch erst alimahlich seine Wirkung 
entfaltet. 

Fiir die Therapie wiirde sich hieraus folgern lassen, daB8 
man zur Erzielung einer schnell eintretenden vollen Chinin- 
wirkung das Hydrochlorid verwenden mu, daB man aber das 
Aristochin oder einen &hnlichen schwer léslichen Chininester 
anwenden mu8, wenn man iiber mehrere Tage hin eine gleich- 
maBige Chininwirkung hervorrufen will. 

Hund 4 und 5 erhielten das Chinin in Gestalt des For- 
miates intramuskular bzw. subcutan, und zwar beide an zwei 
Tagen tiglich je 1 g Chininformiat, zusammen also je 2 g 
Chininformiat entsprechend 1,751 g Chinimum purum. 


Tabelle IVa. 
Hund 4 (intramuskulare panna 




















Des Produzierte | ‘Untersuchte Verbrauchte| Gefundene | a. 
—_ Harnmenge | | Harnmenge | 5 “KOH Chininmange Chin inmenge 
13.X11. 230 | 290 «#6©|~=«(1 0, 03402 0,03402 
14.XII. 540 540 2,7 0,04374 | 0,04374 
15. X11. 450 450 0,2 0,00324 0,00324 
16.XII. 330 | 330 0,07 0,00113 | = 0,00113 
Tabelle IVb. 
Hund 4 (intramuskulare Injektion). 

am Tegeverhes Gessmtmenge . Z | og 8 5 
Datum| £2 | $8 | #8 | 88 ee | 33 Se | we 

aa/\#8 a1 = 8s Bee | 

SE) 66 |S8| 88 |e26 SS] Fe | Ue 
(| SS] wes) wef Se | a] s les 
13.X11.] 1,0 | 0,8756 0 | 0,8756 | 0,0340 | 3,886 0,0340 | 3,89 
14.XI1.} 1,0 | 0,8756 0 | 1,7512] 0,0437 | 4,996 | 0,0777 | 4,45 





1 

2 

Saat -| — 2,0 | 1,7512] 0,0032 | 0,370 | 0,0809 | 4,62 
16XI.j] — | — 2,0 | 1,7512] 0,0011 | 0,129 | 0,0820 | 











Hund 4, der die Injektion intramuskular erhielt, schied 
in diesem Zeitraum 0,0777 g Chinin, daB sind 4,45°/, der Ge- 
samtmenge, aus. Nach Beendigung der Einspritzungen betrug 
am folgenden und iibernichsten Tage die Ausscheidung nur 
noch wenige Milligramm, und zwar 0,0032 und 0,0011 g, so 
da8 im ganzen 0,0820 g Chinin, das sind 4,68°/, der Gesamt- 
menge, wieder zur Ausscheidung kamen. 
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Tabelle Va. 
Hund 5 Grneime aperien), 









































D Produzierte ‘Untersuchte | Verbrauchte| Gefundene | — 
tues aera bcm pial Io “KOH aw ‘hin mand 
“xu.] 30 | 30 | «413 0,02106 | 0,02106 
15.XIL 210 | 210 | 2 0,03888 | 0,03888 
16.XI1.} 450 | 450 | 07 | 001134 | 001134 
16.X11.} 240 | 240 | O2 | 0,00324 | 0,00324 
Tabelle Vb. 
Hund 5 (subcutane how rennin 
ase Tage vosher vers £ z | 2 & a & 5 
™ a3| a3 eee | Se | bs lee 
wml ge BE | 2E| ee |fea| 2b | ete | 28 
be uw -— | 
6S | 16 of] i oo |“ é s |x8 
14.XIL.| 1,0 | 0,8756 10 0,8756 | 0,0211 | 2,41 | 00211 | 2,41 
15.XII.} 1,0 | 0,8756] 2,0 | 1,7512| 0,0389 | 4,44 | 0,0600 | 3,43 
16.XII.} -- — | 20 | 1,7512] 0,0113 | 1,29 | 4,07 
17.XIL| — | — | 20 | 1,7512] 0,0032 0,37 | 0,0745 | 4,27 














Hund 5 erhielt die Injektion subcutan und schied in den 
zwei Tagen 0,0600 g Chinin, das sind 3,43°/, der Gesamt- 
menge, aus. Die an den folgenden Tagen erfolgten Ausschei- 
dungen waren hier etwas héher als nach intramuskularer Ein- 
spritzung und betrugen 1,29 bzw. 0,37°/, der letzten Tages- 
menge. Im ganzen wurden also hier 0,0745 g Chinin, das sind 
4,27°/, der Gesamtmenge, wieder ausgeschieden. 

Meine Versuche haben also gezeigt, daB, geradeso wie 
Schmitz dies bei seinen Untersuchungen beim Menschen ge- 
funden hat, von dem per os eingegebenen Chinin ein bedeutend 
héherer Prozentsatz unverandert durch den Harn ausgeschieden 
wird als von dem subcutan oder intramuskular injizierten Chinin. 

Weiter aber zeigen meine Versuche, daB bei intramusku- 
larer Einverleibung eine noch schnellere Ausscheidung und 
folglich auch Resorption eintritt als bei subcutaner Injektion. 
Man kann daher fiir die Therapie daraus folgern, da® zur Er- 
zielung einer méglichst sofortigen Wirkung ein lésliches Chinin- 
salz intramuskular einzuspritzen ist. Allerdings diirfte der intra- 
muskulaéren Injektion die intravenése wohl noch an Schnellig- 
keit der Wirkung iiberlegen sein, doch habe ich dies, als iiber 


den Rahmen der Arbeit hinausgehend, nicht weiter untersucht. 
13* 
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hasietele en: = ars 














182 J. Katz: 


Es mag hier noch angefiihrt werden, da8 der Hund 4 in 
der Nacht nach der ersten Injektion von 1 g Chininformiat, 
die er um 6'/, Uhr abends erhalten hatte, stark gebrochen 
hat. Dieses diirfte wohl darauf hindeuten, da8 das Chinin 
geradeso wie das Morphin auch nach Injektionen in die Mus- 
kulatur bzw. unter die Haut wieder in den Magen ausge- 
schieden wird. Leider war das Erbrochene vom Laboratoriums- 
diener sofort beseitigt, so daB der Chininnachweis darin nicht 
mehr gefiihrt werden konnte. 

Vergleicht man nun die von mir gefundenen Werte fiir die 
Chininausscheidung durch den Harn beim Hund mit den friiheren 
beim Menschen erhaltenen Angaben von Schmitz, so zeigt sich, 
da8B der Hund bedeutend weniger Chinin ausscheidet 
als der Mensch. Wéahrend der Mensch bei innerlicher Dar- 
reichung 20 bis 30°/, des eingenommenen Chinins durch den Harn 
unverandert wieder ausscheidet, bewegen sich die Chininausschei- 
dungen nach innerlicher Darreichung beim Hund zwischen 7 und 
11°/,. Ebenso betragt die Ausscheidung des Chinins nach sub- 
cutaner Injektion beim Menschen 11,7 bis 21,1°/,, beim Hund da- 
gegen nur etwa 4°/,.. Der Hund muB also befahigt sein, das Chinin 
viel vollstindiger und leichter zu zerstéren als der Mensch. 

Zuletzt seien auch noch die wenigen Versuche erwahnt, 
die ich bei Hund 3 angestellt habe, um das eventuell mit den 
Faeces als nicht resorbiert wieder abgeschiedene Chinin zu be- 
stimmen, deren Resultate auf der letzten Tabelle verzeichnet sind. 











Tabelle VI. 
Hund 3 (Untersuchung der Faeces). 
Am Tage vorher} Im Harn [pa.. 3 i. & 
Aristochin| } | %o | zierte| 3*4 | geschie- Ss 
Datum bzw. |= Chin. or | der | Kot- £ ~=| denes | o g 
Chinin. | purum [S*f™den 'Tages- | menge| @ | Chinin 2g 
muriatic. Chinin | menge > s & 
“al ee ar = 
1 ey 1,0 0,961 | 0,0662 | 6,89 | 25 2,0 | 0,0356 | 3,70 
13. " 1,0 0,961 | 0,1033 | 10,75 
1sXIL| 0:75 | 0721 | o713 | a90 |p % | 77 | 01247 | 7,59 








23.XIL} 0,5 0,409 | 0,0438 | 10,74 | 125 | 22 0,0324 | 7,92 


























24.XI1. 0,5 0,409 | 0,0324 | 7,94] 55 2,8 | 0,0454 | 11,10 
27.XII. 1,0 0,817 | 0,0842 | 10,32 | 45 1,0 | 0,0162 | 1,98 
28.XIT. 1,0 0,817 | 0,0664 | 8,14] 60 | 0,9 | 0,0146 | 1,79 
29.XII. 1,0 0,817 | 0,0599 | 7,34] 80 0,6 | 0,0097 | 1,18 
30.XIL. _ |— 0,0194 | 2,38]; 50 | 0,6 | 0,0007 | 1,18 
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Man ersieht aus ihnen, da8 mit den Faeces im allgemeinen 
nur sehr wenig Chinin zur Ausscheidung gelangt. Bei den acht 
ausgefiihrten Bestimmungen schwankten die erhaltenen Werte 
zwischen 1,18 und 11,1°/,, berechnet auf die jeweiligen Tages- 
dosen, und betrugen im Mittel 4,56°/,. Der Befund von 
Schmitz, der im Kot eines Chininpatienten nur qualitativ 
geringe Spuren von Chinin nachweisen konnte, ist vielleicht 
auf die von Schmitz angewandte mangelhafte Methode zuriick- 
zufiihren. Jedenfalls méchte ich auf Grund des geringen Materials 
noch nicht behaupten, daB der Hund nach Chinindarreichung 
gréBere Mengen Chinin mit den Faeces ausscheidet als der Mensch. 

Es bleibt mir nun noch iibrig, den Nachweis zu fihren, 
daB dasjenige, was ich in allen den bislang aufgefiihrten Versuchen 
als Chinin titriert und bestimmt habe, auch wirklich Chinin ge- 
wesen ist. Eigentlich hatte ja dieser Beweis vorher erbracht 
werden miissen, doch war dies aus dem Grunde unméglich, 
weil ich dann erst vor den Reihen der quantitativen Unter- 
suchungen mindestens eine langere Reihe qualitativer Ver- 
suche hatte vornehmen miissen, was eine unnétige Mehrarbeit 
verursacht hatte. 

Ich verfuhr vielmehr in der Weise, daB ich die bei den 
quantitativen Bestimmungen erhaltenen titrierten Flissigkeiten, 
die das Chinin in alkoholischer Lésung neben etwas Natrium- 
chlorid und Indicatorfarbstoff enthielten, sammelte, mit Salz- 
siure ansiuerte und eindampfte. Der Riickstand wurde mit 
wenig Wasser aufgenommen, die Lésung vom hierbei aus- 
geschiedenen blauen Farbstoff abfiltriert, mit Natronlauge alka- 
lisch gemacht und mit Chloroformiather ausgeschiittelt. Nach 
dem Abdestillieren des Chlorofurmithers verblieb das Chinin 
in Form eines sehr wenig gefairbten klaren Firnisses und wurde 
so zu den qualitativen Reaktionen wie auch zur Herstellung 
des Platindoppelsalzes und des Herapathits verwandt. 

Die oben angefiihrten qualitativen Reaktionen: 

1. Fluorescenz der sauren schwefelsauren Lésungen, 

2. Triibung der sauren wisserigen Lésung beim Alkali- 

sieren, 

3. Thalleiochinreaktion, 

4. Erytrochinreaktion 
traten simtlich bei allen Portionen ein. 
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Zur Herstellung des Platindoppelsalzes verfuhr ich 
folgendermaBen: 

0,5 g Chininhydrochlorid wurden in 20 ccm 2/,,-Salzsiure 
und 80 ccm Wasser gelést, auf dem Wasserbade erwirmt, heiS 
mit 7ccm einer 10°/,igen Platinchloridlésung versetzt, heiB 
filtriert und erkalten gelassen. Nach 24 Stunden hatte sich 
das Platindoppelsalz in Form eines rein citronengelben, fein- 
krystallinischen Niederschlages am Boden der Schale abgesetzt. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert, schnell mit kaltem Wasser 
ausgewaschen und zwischen Filtrierpapier an der Luft getrocknet. 

Ich fiihrte diesen Versuch erst mit 0,5 g reinem Chinin- 
hydrochlorid aus und stellte mir dann das Platindoppelsalz 
auch aus den gewogenen Riicksténden von den Titrationen 
unter Beriicksichtigung der oben angegebenen Mengenverhilt- 
nisse von Chinin, ®/,,-Salzsiure, Wasser und Platinchlorid her. 

Nach Angaben von Skraup’) enthalt lufttrockenes Chinin- 
chloroplatinat 1 Mol. Krystallwasser, das bereits bei 98° fort- 
geht, besitzt also die Formel: 

C,,H,,N,0,PtCl, -++- l aq 
mit 2,39°/, Wasser. 

Bei den Versuchen der Krystallwasserbestimmung erhielt 
ich folgende Werte: 

1. Platindoppelsalz aus reinem Chininhydrochlorid: 

0,4030 g lufttrockenes Platindoppelsalz verloren bei 110° ge- 
trocknet 0,0070 g—1,74°/, Wasser. 

2. Platindoppelsalz aus Chinin, im Harn von Hund 1 aus- 
geschieden: 

0,4210 g lufttrockenes Platindoppelsalz verloren bei 110° 
getrocknet 0,0125 — 2,97°/, Wasser. 

3. Platindoppelsalz aus Chinin, im Harn von Hund 2 aus- 
geschieden: 

0,4450 g lufttrockenes Platindoppelsalz verloren bei 110° 
getrocknet 0,0190 g —= 4,27°/, Wasser. 

4. Platindoppelsalz aus Chinin, im Harn von Hund 3 aus- 
geschieden: 

0,2220g lufttrockenes Platindoppelsalz oahinils bei 110° 
getrocknet 0,0055 g — 2,48°/, Wasser. 


1) Skraup, Liebigs Ann. 199, 347, 1879. 
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5. Platindoppelsalz aus Chinin, im Kot von Hund 3 aus- 
geschieden: 

0,1065 g lufttrockenes Platindoppelsalz verloren bei 110° 
getrocknet 0,0045 g — 4,23°/, Wasser. 

Die Wasserbestimmung konnte also nicht zur Charakteri- 
sierung verwandt werden. 

Zu den durch Verbrennen und Gliihen gewonnenen Platin- 
bestimmungen verwandte ich daher das bei 110° getrocknete 
Platindoppelsalz und erhielt dabei folgende Werte: 


1. Platindoppelsalz aus reinem Chininhydrochlorid: 

0,3900 g wasserfreies Platindoppelsalz hinterlieBen 0,1040 g 
metallisches Platin == 26,60°/, Platin, berechnet 26,52°/, Platin. 

2. Platindoppelsalz aus Chinin, im Harn von Hund 1 aus- 
geschieden : 

0,3810 g wasserfreies Platindoppelsalz hinterlieBen 0,1015 g 
metallisches Platin — 26,64°/, Platin, berechnet 26,52°/, Platin. 

3. Platindoppelsalz aus Chinin, im Harn von Hund 2 aus- 
geschieden: 

0,4230 g wasserfreies Platindoppelsalz hinterlieBen 0,1110g 
metallisches Platin = 26,24°/, Platin, berechnet 26,52°/, Platin. 

4. Platindoppelselz aus Chinin, im Harn von Hund 3 aus- 
geschieden : 

0,2140 g wasserfreies Platindoppelsalz hinterlieBen 0,0565 g 
metallisches Platin — 26,40°/, Platin, berechnet 26,52°/, Platin. 

5. Platindoppelsalz aus Chinin im Kot von Hund 3 aus- 
geschieden: 

0,1030 g wasserfreies Platindoppelsalz hinterlieBen 0,0270 g 
metallisches Platin = 26,83°/, Platin, berechnet 26,52°/, Platin. 

Aus diesen Analysenresultaten, die alle gut auf die Formel 
C,,H,,N,.H,PtCl, stimmen, darf im Verein mit den oben an- 
gefiihrten qualitativen charakteristischen Reaktionen wohl mit 
aller Sicherheit geschlossen werden, daB die von den Hunden 
ausgeschiedene und von mir als Chinin titrierte Substanz 
tatsachlich Chinin war. 

Da mir von den Ausscheidungen der Hunde 1 und 2 noch 
eine geringe Menge Chinin zur Verfiigung stand, so benutzte 
ich dieses Chinin zur Herstellung von Herapathit. Zur Kon- 
trolle wurde auch Herapathit aus reinem Chinin dargestellt 
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nach der Vorschrift von Host-Madsen’), indem ich eine alko- 
holische Chininlésung mit einer Mischung versetzte, die aus 
1 Teil Jod, 1 Teil 50°/, iger Jodwasserstofisiure, 0,8 Teilen Schwefel- 
siure und 50 Teilen 70°/,igem Alkohol bestand, und zwar léste 
ich 1 g Chininum purum in der Warme in 50g Alkohol und 
versetzte in der Wirme mit 20ccm des obigen Reagenses. 
Es erfolgte sofort ein griinlich schillernder, schwarzer Nieder- 
schlag, der abfiltriert, abgesaugt und mit wenig Alkohol nach- 
gewaschen wurde. Der Herapathit aus dem aus Harn wieder- 
gewonnenen Chinin wurde natiirlich analog unter Beriicksich- 
tigung der entsprechenden Mengenverhiltnisse dargestellt. 

Sowohl der aus reinem Chinin, wie auch der aus dem 
wiedergewonnenen Chinin hergestellte Herapathit stellte einen 
griinlich schillernden, schwarzbraunen Niederschlag dar, der 
unter dem Mikroskop als diinne, regelmaBige, sechsseitige Tafel- 
chen erschien. 

Um nun im Herapathit das Jod titrimetrisch zu bestimmen, 
verfuhr ich derartig, daB ich den Herapathit in Alkohol sus- 
pendierte, mit iiberschiissiger Thiosulfatlésung versetzte und 
auf dem Wasserbade erwairmte. Nach dem Erkalten versuchte 
ich das iiberschiissige Thiosulfat mit Jodlésung zuriickzutitrieren, 
leider mit negativem Erfolg, da sich hierbei wieder Herapathit 
bildete und die zugesetzte Starkelésung keine Blaufaérbung 
zeigte. Sehr glatt aber kam ich zum Ziel, als ich der alko- 
holischen Filiissigkeit noch Chlorbariumlésung zusetzte. Hier- 
durch wurde die Schwefelsiure, die zur Bildung des Herapathits 
nétig ist, gebunden und eine erneute Herapathitfallung war 
unmdglich. Der Umschlag, der beim Uberschu8 von Jodlésung 
mit der Starke erfolgt, ist allerdings kein rein blauer, sondern 
mehr ein schmutzig schokoladenbrauner Farbenton, indem sich 
neben der Jodstaérke auch noch ein Niederschlag von jodwasser- 
stoffsaurem Jodchinin bildet. Die Farbanderung ist aber in 
der durch das Bariumsulfat milchig wei8 gefairbten Filiissigkeit 
sehr gut zu sehen. 

Zur Titration des Jods im Herapathit verfuhr ich also 
folgendermaBen : 

Die genau gewogene Menge zerriebenen und bei 110° ge- 
trockneten Herapathits (etwa 0,2 bis 0,5 g) wurde mit ca. 10 com 

4) Host-Madsen, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 1906, 442. 
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Alkohol, ca. 5 ccm Chlorbariumlésung (10°/,ig) und genau 
10 ccm %/,,-Natriumthiosulfatlésung auf dem Wasserbade er- 
warmt. Darauf lieB ich erkalten, versetzte mit etwas Stirke- 
lésung und titrierte mit °/,,-Jodlésung die rein weiBe, milchige 
Fliissigkeit bis zur eben bestehenbleibenden hell schokoladen- 
braunen Farbung. Die von den 10 ccm */,,-Thiosulfat nach 
Abzug der verbrauchten Kubikzentimer */,,-Jodlésung verblei- 
benden Kubikzentimeter ®/,,-Thiosulfat waren zur Bindung des 
im Herapathit vorhandenen Jods verbraucht. 

Die Herapathit-Titrationen lieferten folgende Werte: 

0,4650 g Herapathit aus reinem Chinin verbrauchten 7,7 ccm 
Thiosulfat — 0,0978 g Jod == 21,3°/, Jod, berechnet 21,58°/,Jod. 

0,2980 g Herapathit aus reinem Chinin verbrauchten 5,0 ccm 
2/9" Lhiosulfat = 0,0635 g Jod — 21,3°/, Jod, berechnet 21,58°/,Jod. 

0,2060 g Herapathit aus wiedergewonnenem Chinin aus 
Harn von Hund | und 2 verbrauchten 3,55 ccm ®/,,-Thiosulfat 
= 0,045 g Jod = 21,9°/, Jod, berechnet 21,58°/, Jod. 

Da dem Herapathit im wasserfreien Zustande die Formel 
(C,,H,,N,O,), (H,SO,), (HJ), J, zuakommt, welche Formel einem 
Jodgehalt von 21,58°/, entspricht, so stimmt der oben gefundene 
Wert sehr gut auf Herapathit und ist also auch hiermit die Identitat 
des aus dem Harn wiedergewonnenen K6rpers mit Chinin bewiesen. 


SchluBbetrachtung. 


Durch meine Versuche sind die Angaben von Merkel, 
der Hund scheide weder mit dem Harn, noch auch mit dem 
Kot unverandertes Chinin aus, als védllig widerlegt zu be- 
trachten, da es mir wohl in einwandfreier Weise gelungen ist, 
sowohl im Harn als auch im Kot von Hunden, die Chinin 
entweder per os oder subcutan oder intramuskular erhalten 
hatten, sowohl qualitativ wie auch quantitativ Chinin nach- 
zuweisen und das hierbei wiedergewonnene Chinin in wohl- 
charakterisierte Verbindungen zu iiberfiihren. 

Andererseits konnte ich die Angabe von Schmitz, daB 
die Ausscheidungs des Chinins durch den Harn nach subcutaner 
Injektion geringer ist als nach der Einverleibung per os, auch 
fiir den Hund bestatigen, und auBerdem konnte ich diese An- 
gabe noch dahin erweitern, da{ die Chininausscheidung am ge- 
ringsten ist bei intramuskulérer Injektion. 
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Zusammenfassung der Resultate. 
I. Chemischer Teil. 

1. In Chininsalzen l46t sich die Saéure in alkoholischer 
Lésung mit alkoholischer Lauge und Poirriers Blau als Indi- 
cator so titrieren, als wenn es eine freie Saiure wire. 

2. Diese Titrationsmethode lat sich zur quantitativen Be- 
stimmung von Chinin und den ibrigen Chinaalkaloiden ver- 
wenden. 

3. Beim Eindampfen einer alkoholischen Chininlésung mit 
iiberschiissiger Salzsiure unter Zusatz von etwas Kochsalz hin- 
terbleibt das zweisiurige Chininbihydrochlorid der Formel 
C,,H,,N,0,(HCil),, und zwar allein, d. h. ohne Beimengung des 
einséurigen Salzes und auch ohne freie Salzséure. 

4. Beim Ausschiitteln von Harn, sowie von eiweiB- und 
schleimhaltigen Fliissigkeiten mit organischen Lésungsmitteln 
wie Chloroform, Ather usw. 14Bt sich die Emulsionsbildung 
dadurch vermeiden, daB man in der urspriinglichen wasserigen 
Fliissigkeit 50 bis 60°/, Ammoniumsulfat lést. 

5. Die Klarung der atherischen Ausschiittelungsfliissigkeit 
bei der Bestimmung des Chinins in der Chinarinde, in galeni- 
schen Praparaten sowie in Harn- und Faeces-Lésungen laBt 
sich ausgezeichnet mit Magnesia usta herbeifiihren. 

6. Die Titration des Jods im Herapathit la8t sich dadurch 
erméglichen, da8 man den Herapathit mit Thiosulfat in alko- 
holischer Lésung unter Zusatz von Chlorbarium durch Erwarmen 
zersetzt und nach dem Erkalten das iiberschiissige Thiosulfat 
mit Jodlésung unter Zusatz von Stirkelésung zuriicktitriert. 


II. Pharmakologischer Teil. 


1. Der Hund scheidet einen Teil des ihm auf irgendeine 
Weise einverleibten Chinins in unverinderter Form mit dem 
Harn wieder aus. 

2. Der Anteil des mit dem Harn ausgeschiedenen Chinins 
ist beim Hunde geringer als beim Menschen. 

3. Der Hund scheidet bei der Applikation per os einen 
geringen Teil (jedenfalls nicht resorbiertes) Chinin mit dem 
Kot aus. ‘ 

4. Die Chininausscheidung mit dem Harn setzt bei Ein- 
verleibung eines léslichen Chininsalzes sofort ein, bleibt bei 
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linger fortgesetztem Chiningebrauch ziemlich gleichmaBig und 
hért nach Aussetzen des Chiningebrauchs sehr bald auf Am 
4. Tage nach Aussetzen des Chiningebrauches ist das Chinin 
aus dem Harn und also auch wohl aus dem Koérper des Hundes 
verschwunden. 

5. Die Chininausscheidung ist bei innerlicher Darreichung 
am starksten, schwiacher bei subcutaner Injektion und am 
schwachsten bei intramuskularer Injektion. Die Ausscheidung 
klingt bei den beiden letzten Applikationsarten auch am 
schnellsten ab. 

6. Bei Darreichung von Aristochin setzt die Chininaus- 
scheidung langsam ein, um bei fortgesetztem Gebrauch be- 
stindig zu steigen. Nach Aussetzen der Aristochingaben dauert 
die Chininausscheidung noch mehrere Tage zuerst unverandert, 
dann etwas abgeschwacht fort. Selbst am 4. Tage nach Aus- 
setzen der Aristochingaben wird noch eine ziemlich groBe Menge 
Chinin im Harn ausgeschieden. 

7. Auch bei subcutaner bzw. intramuskularer Injektion von 
groéBeren Mengen Chinin tritt beim Hunde Erbrechen ein. Es 
ist daher wohl anzunehmen, da® dhnlich wie beim Morphin 
ein Teil des Alkaloids wieder in den Magen ausgeschieden wird. 

8. Die subcutane wie auch die intramuskulare Injektion 
eines Chininsalzes bewirkt keine Eiterung, wenn man entweder 
eine geeignete Saéurekomponente (z. B. Ameisenséure) wahlt, 
oder aber durch Urethan oder dergleichen fiir ihre Kompen- 
sation sorgt. 














Amboceptoren und Receptoren. 


I. Mitteilung. 
Von 
J. Morgenroth und F. Rosenthal’). 


(Aus der Bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 4. August 1911.) 


Fir die Auffassung der Bindungsweise himolytischer 
Amboceptoren ist die Tatsache von Bedeutung geworden, da8 
von Erythrocyten gebundener Amboceptor von diesen an neu 
hinzugefiigte Blutkérperchen itibergeht*). Der Ubergang voll- 
zieht sich so, da®B in der Zwischenfliissigkeit nachweisbare 
Quantitaéten von Amboceptor nicht erscheinen, also jeweils nur 
kleinste Mengen desselben von den mit Amboceptor besetzten 
Blutkérperchen abgegeben, von den neu hineingefiigten auf- 
genommen werden. Dieser Vorgang beweist, daB die Verbindung 
zwischen Amboceptor und Erythrocyt keine stabile ist, sondern 
da8 die Bindungsreaktion unter geeigneten Bedingungen um- 
kehrbar ist. 

Der Ubergang des Amboceptors auf neve Blutkérperchen 
laBt sich durch Komplementzusatz nachweisen. Es lésen sich 
dann nicht nur die urspriinglichen (abgebenden) Blutkérperchen, 
sondern auch die neu hinzugesetzten (empfangenden); eine 
komplette Lésung der gesamten Erythrocyten tritt dann ein, 
wenn die neu hinzugefiigten Blutkérperchen mindestens eine 
Amboceptoreinheit empfangen und gebunden haben. 


1) Die Kosten der Versuche wurden aus Mitteln der Grifin-Luise 


Bose-Stiftung bestritten. 
2) Morgenroth, Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 2. Muir, 


Lancet, 15. Aug. 1903. 
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Dieser Vorgang spielt sich vor allem dann ab, wenn ab- 
abgebende und empfangende Erythrocyten derselben Art sind; 
es geniigt aber bei Blutkérperchen verschiedener Spezies par- 
tielle Receptorengemeinschaft'), um unter Umstanden denselben 
Effekt zuzulassen. Derartige Fille sind von Philosophow*) 
unter Morgenroths Leitung untersucht worden. Wir be- 
schaftigen uns in dieser Mitteilung nur mit dem Ubergang des 
Amboceptors auf Erythrocyten der gleichen Art, wahrend eine 
folgende Mitteilung unsere Beobachtungen und theoretischen 
Betrachtungen iiber die komplizierten Verhaltnisse bringen wird, 
die bei Erythrocyten und anderen Zellen verschiedener Spezies 
und bei verschiedenartigen Zellen einer und derselben Tierart 
vorliegen. 

Beziiglich des Ubergangs von Amboceptor zwischen art- 
gleichen Blutkérperchen fand Philosophow in Ubereinstimmung 
mit den friiheren Angaben von Muir, daB von den abgebenden 
Blutkérperchen sechs Amboceptoreinheiten gebunden sein miissen, 
wenn an die neu zugefiigte gleiche Menge von Erythrocyten 
eine volle Amboceptoreinheit abgegeben werden soll. Philo- 
sophow stellte ferner in groBen Umrissen den Einflu8 von 
Zeit und Temperatur auf die Ubergangsreaktion fest. 

Philosophow zeigte weiter, daB die Abspaltung des 
Amboceptors in salzfreien Lésungen volisténdig behindert ist, 
und da8 diese um so energischer vor sich geht, je hdher 
die Salzkonzentration ist. Weiter ging aus Experimenten mit 
isotonischen Lésungen verschiedener Salze hervor, da8 nicht 
alle Salze im Sinne ihres Einflusses auf den Umfang der Ab- 
spaltung des gebundenen Amboceptors gleichbedeutend sind, 
sondern da8 z. B. den Natronsalzen eine geringere Fahigkeit, 
diese Abspaltung zu beeinflussen zukommt, als den Kalium- 
und Calciumsalzen. 

Die zahlreichen Versuche in derselben Richtung, die wir 
in der Absicht unternommen haben, Grundgesetze fiir den 
Ubergang der Amboceptoren zwischen Erythrocyten gleicher 
Art als allgemein giiltig festzustellen, Versuche also, die im 
wesentlichen die Befunde von Morgenroth, Muir und Philo- 


1) Ehrlich und Morgenroth, Uber Hamolysine. VI. Mitteilung. 


Berl. klin Wochenschr. 1901, Nr. 21 und 22. 
2) Diese Zeitschr. 20, 1909. 
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sophow bestatigen sollten, haben nun zu Ergebnissen gefihrt, 
die das Bild in ziemlich hohem MaB8e komplizieren. Den An- 
hanger der von Anfang an durch Ehrlich und Morgenroth 
vertretenen pluralistischen Auffassung der Amboceptoren kann 
dieses Resultat um so weniger wundernehmen, als durch 
Landsteiner und Reich und spiater durch P. Th. Miller 
auf Grund seiner systematischen Untersuchungen Aviditits- 
unterschiede zwischen homologen normalen und immunisatorisch 
erzeugten Agglutininen und vor allem zwischen den einzelnen 
Fraktionen der Immunamboceptoren und -Agglutinine auf- 
gedeckt wurden. Wir weisen einstweilen auf die zusammen- 
fassende Darstellung von P. Th. Miller’) hin und behalten 
uns die Diskussion der einschligigen Fragen nach Beibringung 
unseres gesamten experimentellen Materials vor. 

Den iibereinstimmenden Angaben von Muir und Philo- 
sophow, da8 die Bindung von 6 Amboceptoreinheiten die Be- 
dingung des Ubergangs einer Amboceptoreinheit an die gleiche 
Menge neu hinzugefiigter Erythrocyten bilde, stand schon eine 
friihere Angabe von Morgenroth gegeniiber, daB auch bereits 
3 gebundene Amboceptoreinheiten den Ubergang einer ganzen 
Einheit erlauben. Durch die Versuche Philosophows war 
auBerdem gezeigt worden, da8 etwaige Regeln nur fiir be- 
stimmte Medien gelten; wollte man nicht uniibersehbare Kom- 
plikationen herbeifiihren, so muBte zunichst an der 0,85°/, igen 
Kochsalzlésung festgehalten werden. Wie die nun folgenden 
Versuche zeigen, sind die Verhiltnisse auch hier schon ver- 
wickelt genug; je mehr Einzelfalle man untersucht, desto groSer 
wachst die Mannigfaltigkeit der Erscheinungen an. 

Vor der Beschreibung der Versuche seien einige technische Momente 
erwihnt. Fiir die Untersuchung wurden hamolytische Amboceptoren 
verwandt, die bei Kaninchen in der iiblichen Weise, durch intravendse 
(5 ccm) und nach einer Woche intraperitoneal (10 com) erfolgende Injek- 
tion von defibriniertem Ziegen-, resp. Rinderblut erzeugt und durch 
halbstiindiges Erwirmen im Wasserbade bei 56° inaktiviert wurden. 
Die inaktivierten Immunsera wurden im Eisschrank bei ca. 8° aufbewahrt. 
Vor jedem Experiment wurde die einfach lésende Dosis des Amboceptors 
=Amboceptoreinheit fiir die betreffende Blutart festgestellt. Als 
Komplement diente Meerschweinchenserum, das gefroren aufbewahrt und 
innerhalb von héchstens 2 Tagen aufgebraucht wurde. 

- 1) Kraus-Levaditi, Handb. der Immunitatsforschung. I. Er- 
ganzungsband. 











Amboceptoren und Receptoren. 193 


Versuch 1. 
(7. I. 1911.) 
Versuch mit Ziegen-Kaninchen-Amboceptor v. 17. XII. 1910, lésende 
Dosis = Amboceptoreinheit fiir 1 com 5°/,iges Zg.-Blut 0,0002 bei 0,1 ccm 
Meerschweinchenserum als Komplement. 


Je 2,0 com 5°/,iges Ziegen-Blut, 


Gesamtvolumen 3,0 com Zahl der 
Menge des Zg.-Kan.-Amboc.: Amboceptoreinheiten : 
1. 0,12 2/,99 3 
2. 0,24 */roo 6 
3. 0,36 3/199 9 
4. 0,48 "/109 12 


Nach einstiindigem Verweilen im Brutschranke bei 37° wurden die 
Réhrchen zentrifugiert, das Sediment mit reichlich physiologischer Koch- 
salzlésung einmal gewaschen. Zum Sediment werden alsdann 2 ccm 
physiologischer Kochsalzléisnng und weitere 2 ccm frischen, 5°/,igen 
Zg.-Blutes hinzugefiigt, Gesamtvolum 4 ccm. Die Réhrchen werden ins 
Wasserbad von 40° gebracht, wo sie unter standigem Schiitteln 1 Stunde 
lang bleiben’). 

Nun wird jedem Roéhrchen die Hialfte seines Inhaltes entnommen 
= 2,0 com und entsprechend der Blutmenge 0,2 com Meerschweinchen- 
serum als Komplement zugesetzt. Hierauf 2" bei 37° und Eisschrank 
bis zum folgenden Tag. 

Zur Kontrolle der Bindung des Amboceptors an die abgebenden 
Blutkérperchen wurde der Abgu8 untersucht. Fallende Mengen des- 
selben werden mit 0,1 ccm Meerschweinchenserum zu 1 ccm 5°/,igen 
Zg.-Blutes hinzugefiigt und mit physiologischer Kochsalzlésung auf gleiches 
Volumen aufgefiillt. 

Die Feststellung der Haimolyse der neu hinzugefiigten Blutkérper- 
chen ist nicht schwierig, wenn man das Sediment nach vollkommenem 
Absetzen beobachtet. Es la8t sich mit geniigender Genauigkeit be- 
stimmen, ob eine vollstandige, starke, geringe, oder ob keine (resp. nur 
eine unerhebliche) Hamolyse des neu zugefiigten Blutes, also ein dem- 
entsprechender Ubergang von Amboceptor stattgefunden hat. Genauere 
Messungen diirften kaum von Wert sein. 


Réhrechen: CEjinheiten: Ubergangsversuch: 


1. 3 keine neue Himolyse. 
2. 6 schwache eo, - 
3. 9 me - - 
4. 12 maBige ,, ” 


1) Wir verwendeten zu einem Teil der Versuche ein nach Angabe 
von Morgenroth von der Firma E, Leitz in Berlin NW 6 konstruiertes 
Wasserbad, in dem bis zu 48 Reagensréhrchen bei konstanter Temperatur 
kraftig geschiittelt werden. Das Wasserbad diirfte fiir viele himolytische 
Reaktionen und Fermentversuche gute Dienste leisten. 
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AbguBmengen : 


1,5 com 
1,0 ” 
0,5 ,, 


0 
0 


AbguB: 
3 Einh. 6 Einh. 9 Einh. 12 Ejinh. 
0 0 0 
0 0 0 
0 0 0 


0 


2,0 cem Zg.-Blut + 0,2 com Komplement: 0. 


Versuch 2. 


(26. I. 


1911.) 


Versuch mit Zg.-Kan.-Amboceptor vom 24. I. 1911. Lésende Dosis 
fiir 1 com 5°/,igen Zg.-Blutes: 0,0005 ccm. 
Versuchsanordnung wie Versuch 1. 


Menge des Zg.-Kan.-Ambocept. : Amboceptoreinheiten: 


1. 0,41/199 4 
2. 0,61/100 6 
3. 0,8 109 8 
4. 1,0%/100 10 
Réhrchen: _Einheiten: Ubergangsversuch: 
1, 4 sehr geringe neue Hamolyse. 
2. 6 schwache - - 
3. 8 maBige al - 
4. 10 starke ” ” 
Abgu8Smengen: AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Einh. 
1,5 ccm 0 0 0 0 
M.« 0 0 0 0 
0,5 5, 0 0 0 0 


2,0 com Zg.-Blut-+-0,2 com Komplement: 0. 


Rohrchen: 


ae 


Versuch 3. 
(11. I. 1911.) 

Versuch mit Zg.-Kan.-Amboceptor vom 30. XII. 1910. Lésende 
Dosis fiir 1 com 5°/,iges Zg.-Blut: 0,002 ecm. 

Sonst wie Versuch 1. 


Menge des Zg.-Kan.-Ambocept.: Amboceptoreinheiten: 
1. 08 */,00 
2. 0,12 4/199 
3. 0,16 4/,90 
4. 0,24 */i99 


Einheiten: 
2 


3 
4 
6 


2 

3 

4 

6 
Ubergangsversuch: 
komplette Lésung. 


” ” 


” ” 
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AbguBmengen: AbguB: 
2 Einh. 3 Einh. 4 Einh. 6 Einh. 
1,5 com Spur Schwach Schwach MaéabBig 
AO. ws Spur Spur Spur MaBig 
Os . Spiirchen Spiirchen Spur Schwach 


2,0 ccm Zg.-Blut +-0,2 com Komplement: fast 0. 


Versuch 4. 
(2. II. 1911.) 


Versuch mit Zg.-Kan.-Amboceptor vom 23. 1.1911. Lésende Dosis 
fiir 1 com 5°/,iges Zg.-Blut: 0,0025 ccm. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc.: Am boceptoreinheiten : 
1. 0,2 4/16 4 
2. 0,3 *19 6 
3. 0,4 2/16 . 
4. 0,5 4/19 10 
Roéhrehen: Einheiten: Ubergangsversuch: 
1. 4 starke neue Hamolyse. 
2. 6 kompl. ,, o 
3. 8 ” ” ” 
4. 10 w ” ” 
AbguBmengen: AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Einh. 
1,5 com 0 0 0 0 


2,0 ccm Zg.-Blut -++- 0,2 com Komplement: 0. 


Wenn wir die Resultate dieser Versuche 1 bis 4 iiber- 
blicken, so geht aus ihnen hervor, daB nur der Amboceptor 
in Versuch 4 das bisher als Regel angesehene Ver- 
halten zeigt, daB von 6 gebundenen Amboceptorein- 
heiten eine an die empfangenden Erythrocyten iiber- 
geht. 

Dagegen ist aus den 3 anderen Versuchen zu er- 
sehen, daB der Ubergang des Amboceptors auch bei 
urspriinglicher Bindung von 2 Einheiten sich voll- 
ziehen kann (3), da®B andererseits, wie Versuch 1 
und 2 demonstriert, auch bei urspriinglicher Bindung 
von 12 bzw. 10 Amboceptoreinheiten der Ubergang 
einer Einheit auf frisch hinzugefiigtes Blut ausbleiben 


kann. Es ergibt sich somit, daB bei dem Ubergang des Am- 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 14 
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boceptors auf frisches Blut die Individualitat des Amboceptors 
eine wesentliche Rolle spielt'). 

Gerade Philosophow hatte in einer sehr groBen Anzahl 
von Versuchen das schon erwahnte einheitliche Verhalten der 
Amboceptoren festgestellt. Unsere hier verwendeten Ambocep- 
toren weichen also nach beiden Richtungen von dem Verhalten, 
das man immerhin als das typische bezeichnen kann, ab. Auf- 
fallend ist bei einigen in derselben Zeit gewonnenen Amboceptoren, 
da8 sie auch in bezug auf die Spontanabschwachung eine be- 
sondere Stellung einnehmen, wie aus den spateren Versuchen 
ersichtlich ist 

DaB ahnliche Verhaltnisse auch bei Rinder-Kaninchen- 
Amboceptoren maBgebend sein diirften, zeigt der folgende 
Versuch: 

Versuch 5. 
(22. II. 1911.) 


Versuch mit Rind.-Kan-Amboceptor vom 16. II. 1911. Lésende 
Dosis fiir 1 com 5°/,igen Rinderblutes: 0,0008 com. Je 2 ccm 5°/,iges 
Rinderblut. 

Menge des Rind.-Kan.-Ambocept.: Amboceptoreinheiten: 


1. 0,641/16 4 
2. 0,96 8/199 6 
3. 0,134/y9 8 
4. 0,16 4/19 10 


Zu den Sedimenten wurden je 2 ccm 5°/,igen Rinderblutes hinzu- 


gefiigt. 
Rébrehen: LEinheiten: Ubergangsversuch: 


1. 4 fast komplette Himolyse. 
2. 6 i ” 
3. 8 - 
4. 10 - ” 
AbguBmengen: AbguB: 
4 Einh. 6£Einh. 8 Einh. 10 Einh. 
1,5 ccm maBig komplett komplett komplett 


2,0 ccm Zg.-Blut + 0,2 com Komplement: gelblich. 


Hier erfolgt der Ubergang einer Amboceptoreinheit 
auf das frisch hinzugefiigte Rinderblut bereits bei urspriing- 


1) Die Versuche wurden meist mit dem Blut einer der im Institut 
gehaltenen Ziegen ausgefiihrt; die Annahme, daB die Blutkérperchen ihr 
Verhalten nicht andern, erscheint nach allen unseren Erfahrungen (s. auch 
Schapiro, Centralbl. f. Bakt. Abt. I. Orig.-Bd. 58, Heft 5) berechtigt. 


’ 





as 
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licher Bindung von 4 bis 5 Amboceptoreinheiten ; wie die Priifung 
des Abgusses ergibt, binden die Rinderblutkérperchen von 6 
ihnen dargebotenen Amboceptordosen nur ca. 5. Es geht also 
hier die relativ leichte Lésung der Amboceptor-Erythrocytenver- 
bindung Hand in Hand mit einer besonders geringen Bindungs- 
fahigkeit des verwendeten Amboceptors. 

Wir haben nur diesen einen Versuch angefiihrt, weil wir 
bei unseren anderen zahlreichen, mit Rinder-Kaninchen-Ambo- 
ceptoren ausgefiihrten Versuchen die von Muir und Philo- 
sophow aufgestellte Regel bestatigt fanden, da8 der Ubergang 
einer lésenden Dosis erst bei urspriinglicher Bindung von 
6 Amboceptoreinheiten erfolgt. Eine genaue Wiedergabe der 
Protokolle wiirde nichts Neues bringen. Hervorheben méchten 
wir nur, daB diese Amboceptoren trotz der Verschiedenheit 
ihrers Titers von den Rindererythrocyten stairker gebunden 
wurden als der hier beschriebene. 

Aus den folgenden Versuchen ergibt sich, da8 die zum 
Ubergang einer lésenden Dosis erforderliche Minimal- 
quantitat urspringlich gebundenen Amboceptors keine 
die einzelnen hamolytischen Amboceptoren ein fiir 
allemal charakterisierende Konstante darstellt, son- 
dern mit der langeren Aufbewahrung des Immun- 
serums, mit dem Altern des Amboceptors sich andert 
(mag nun eine sehr erhebliche Abschwachung damit 
verbunden sein (Versuch 7, 8) oder nicht (Versuch 6). 

Wir wissen auch durch die Untersuchungen von Miiller, 
da8 agglutinierende Sera beim Lagern eine EinbuBe ihrer Avi- 
ditét erfahren kénnen, ohne daB ihr Titer im gleichen Ver- 
haltnis abzunehmen braucht. 

Wiederholen méchten wir hier, daB die von uns beobachtete 
starke Spontanabschwaichung von Amboceptoren (Versuch 7, 8) 
bei Aufbewahrung im Eisschrank nach unseren Erfahrungen zu 
den groBen Seltenheiten gehért. Wir fanden diese Erscheinung 
bei den im folgenden beschriebenen Amboceptoren, als wir eine 
groBe Zahl im Eisschrank aufbewahrter Immunsera einer Nach- 
priifung unterzogen, von denen die meisten keine nennenswerte 
Abschwiachung aufwiesen. 

Die Versuchstechnik der einzelnen Experimente war im wesent- 


lichen die in den friiheren Protokollen ausfiihrlich wiedergegebene. Auch 
° 14* 
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hier wurde stets nur frisches Meerschweinchenserum als Komplement 
benutzt; auBerdem wurde jeder Versuch, um den individuellen Faktor 
des jeweiligen Komplements auszuschalten, mit einem anderen, frischen 
Komplement wiederholt. 


Versuch 6. 


Zg.-Kan.-Amboceptor vom 17. XII. 1910. 
A. 7.1. 1911. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0002. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc, : Amboceptoreinheiten: 
1. 0,12 4/109 3 
2. 0,24 4/150 6 
3. 0,36 ¥/109 9 
4. 0,48 ¥/199 12 
Réhrchen: LEinheiten: Ubergangsversuch: 
1. 3 keine neue Hamolyse. 
2. 6 schwache neve Hamolyse. 
3. 9 * ” ” 
4. 12 maBige “is 7 
AbguBmengen : AbguB: 
3 Einh. 6 Einh. 9 Einh. 12 Einh, 
1,5 com 0 0 0 0 
10 ,, 0 0 0 0 
0,5 ,, 0 0 0 0 


B. Erneute Untersuchung desselben Amboceptors am 12. I. 1911. 
Der Amboceptor hat inzwischen eine Abschwichung seines Titers erfahren. 
Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,00045. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 
1. 0,27 */109 3 
2. 0,54 1/159 6 
3. 0,81 /y00 9 
4. 0,9 "roo 10 
5. 0,11 4/16 12 


Réhrchen: LEinheiten: Ubergangsversuch : 


1. 3 prakt. keine neue Hamolyse. 

2. 6 maBige = * 

3. 9 sebr starke ,, a 

4. 10 kompl. 99 ” 

5. 12 a és sd 

AbguBmengen: AbguB: 
3 Einh. 6 Einh. 9 Einh. 10 Einh. 12 Einh. 

1,5 com 0 Spur Spur schwach schwach 
1,0 ” 0 ” ” Spur Spur 
Qs « 0 0 gelblich Spiirchen - 


C. Wiederholung des Versuchs mit dem gleichen Zg.-Kan.-Ambo- 
ceptor am 4. II. 1911. Keine weitere Abschwachung. Lésende 


Dosis fir Zg.-Blut: 0,0004. 
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Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 
1. 0,32 1/199 4 
2. 0,48 4/100 6 
3. 0,64 1/159 ~ 
4. 0,8 "109 10 
Réhrehen: LEinheiten: Ubergangsversuch : 
1. 4 starke neue Hamolyse. 
2. 6  .- fast kompl. neue Hamolyse. 
3. 8 a = - ‘ie 
4. 10 ” ” ” ” 
AbguBmengen : AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Einh. 
1,5 com Spiirchen Spiirchen Spur schwach 


D. Nochmalige Untersuchung des gleichen Zg.-Kan.-Amboceptors 
am 15, III. 1911. Der Amboceptor hat inzwischen eine weitere starke 
Abschwichung seines Titers erfahren. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0025 


Menge des Zg.-Kan.-Amboe. : Amboceptoreinheiten : 
1. 1,0 "100 2 
2. 0,15 1/15 3 
3. 0,3 419 6 
4. 0,4 41 8 
Rébrchen: CLinheiten: Ubergangsversuch: 
1. 2 starke neue Hamolyse. 
2. 3 kompl. ,, ue 
3. 6 - re “ 
4. 8 - ij i 
AbguBmengen : AbguB: 
2 Einh. 3 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 
1,5 com 0 0 Zone Spur 
SD 0 0 fast 0 Spiirchen 
MB us 0 0 0 0 


In allen Versuchen 6 A bis D wurden die in den ersten Versuchen 
angegebenen Kontrollen gleichfalls angesetzt. 


Versuch 7. 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 24. I. 1911. 
A. 26.1. 1911. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0005. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 
1. 0,4 */100 4 
2. 0,6 1/109 6 
3. 0,8 4/100 8 
4. 1,01/r00 10 
Réhrehen: £Einheiten: Ubergangsversuch : 
 & 4 sehr geringe neue Hamolyse. 
2. 6 sebr schwache ,, ~ 
3. 8 maBige pa - 
4 10 starke a os 
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AbguBmengen: AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Einh. 
1,5 com 0 0 0 0 
- 0 0 0 0 
0,5 ,, 0 0 0 0 


B. Erneute Untersuchung desselben Amboceptors am 30. I. 1911. 
Der Amboceptor hat inzwischen eine sehr erhebliche Abschwachung seines 
Titers erfahren. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,002. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 
1. 0,16 "/o 4 
2. 0,241/,5 6 
3. 0,32 4/19 8 
4. 0,4 "Hi 10 
Réhrehen:  Einheiten: Ubergangsversuch : 
1. 4 maBige neue Hamolyse. 
. faat kompl. neue Hamolyse. 
4. D  adaleel-ah oe 
AbguBmengen: AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Ejinh. 
1,5 com 0 0 0 gelblich 
tS 0 0 0 °° 
0,5 ,, 0 0 0 0 


C. Nochmalige Untersuchung des gleichen Zg.-Kan.-Amboceptors 
am 14. VI. 1911. Der Amboceptor hat in der Zwischenzeit sich weiter 
intensiv abgeschwicht. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,26 unverdiinnt. 

Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 


1. 1,0 unverdinnt 2 

2. 2,0 % + 

3. 2,5 %» 5 

4. 3,0 a 6 

Réhrchen: LEinheiten: Ubergangsversuch: 
1. 2 komplL neue Hamolyse. 

2. 4 ” ” ” 

3. 5 ” ” ” 

4. 6 ” ” ” 

Abgu8mengen : AbguB: 
2 Einh. 4 Einh. 5 Einh. 6 Einh. 
2,5 com 0 gelblich Spiirchen Spiirchen 
1,35 . 0 0 gelblich § Zénchen 
0,75 »» 0 0 0 gelblich 
Versuch 8. 


Zg.-Kan.-Amboceptor vom 23. I. 1911. 
A. 2. IL. 1911. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0025. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Amboceptoreinheiten : 
1. 0,241 4- 
2. 0,3 */19 6 
3. 0,41/;5 8 


4. 0,5 2/19 10 
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Réhrehen: CEinheiten: Ubergangsversuch: 


1. 4 starke neue Himolyse, 

2. 6 kompl. ,, is 

3. 8 ” ” ” 

4. 10 ” - = 

AbguBmengen : AbguB: 
4 Einh. 6 Einh. 8 Einh. 10 Einh. 

1,5 com 0 0 0 0 
10 ,, 0 0 0 0 
0,5 ,, 0 0 0 0 


B. Wiederholung des Versuchs mit dem gleichen Zg.-Kan.-Ambo- 
ceptor am 15. VI. 1911. Der Amboceptor hat sich inzwischen abge- 
schwicht. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,02. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc.: Amboceptoreinheiten: 


1. 0,8 ¥/19 2 

2. 0,12 unverdiinnt 3 

3. 0,16 is 4 

4. 0,2 ee 5 

Rébrehen: Einheiten: Ubergangsversuch : 

ke 2 kompl. neue Hiamolyse. 

2. 3 ” + ” 

3. 4 “ ei e 

4. 5 o» ” ” 

AbguBmengen: AbguB: 
2 Einh, 3 Einh. 4 Einh. 5 Einh. 

1,5 com Zone Kuppe Kuppe Kuppe 
iD is Spiirchen Zone Zone Zone 
0,5 ,, Spiirchen Spiirchen Spiirchen Spiirchen 


Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Resultate 
der Versuche 6 bis 8. 





Zg.-Kan.-Amboc.| p,.,. _ _ Titer fiir | Amboceptoriibergang 
vom : — | Ziegenblut : | bei: 





17.X1L. 1910 | 7.1. 1911 | 0,0002 12 Einh. (maBig) 


12.1. 1911 0,00045 , 10 ,, 


4.11. 1911 | 0,0004 | 8 
15.111. 1911 | 0,0025 | 3 _,, 





24.1. 1911 |26.1. 1911 | 0,0005 | 10 Einh. 
30.1. 1911, 0002 | 8 
14.1V. 1911 | 0,25 


” 








2 
23.1. 1911 2.11. 1911 ( 0025 6 
14.IV. 1911 0,02 2 
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Samtliche Versuche haben ein iibereinstimmendes Ergebnis 
ergeben: Je alter das hamolytische _ Immunserum und 
je mehr sich beim Lagern sein Titer abschwacht, 
desto geringer wird die Minimalquantitaét gebundener 
Amboceptormengen, bei welcher der Ubergang einer 
Amboceptoreinheit auf frisch hinzugefiigtes Blut er- 
folgt. Wir haben somit beim Altern der Amboceptoren ver- 
schiedene Perioden zu unterscheiden, in denen die Spaltbarkeit 
der Amboceptor-Erythrocyten-Verbindung im Sinne einer immer 
mehr zunehmenden Dissoziation variiert. Es wird schlieBlich 
ein Endzustand erreicht, wo bei urspriinglicher Bindung von zwei 
Amboceptoreinheiten ein Uberspringen einer lésenden Dosis auf 
das neu hinzugesetzte Blut eintritt. Bemerkt sei noch, daB der 
in Versuch 3 beschriebene Amboceptor, bei dem bei urspriinglicher 
Bindung von 2 Amboceptor-Einheiten der Ubergang einer lésen- 
den Dosis erfolgte, nur wenige Tage alt war. 

Es bilden somit die eben wiedergegebenen Versuche eine 
entsprechende Ergainzung zu den bereits friiher erwabnten Avi- 
ditatsstudien von P. Th. Miller an Agglutininen, in denen er 
nachweisen konnte, daB frische Sera beim Lagern eine erheb- 
liche EinbuBe ihrer Aviditaét erleiden kénnen und da8 ein un- 
zweifelhafter, wenn auch nicht enger Konnex zwischen Titer- 
abnahme nnd Aviditatsverringerung bestehe. Nehmen wir noch 
hinzu, daB nach den Untersuchungen desselben Autors in Ana- 
logie zu den Bakterien-Agglutininen in dem gleichen hamolytischen 
Immunserum Hamolysine verschiedener Aviditaten nebeineinander 
sich befinden, so haben wir uns die mit dem Altern des Ambo- 
ceptors einhergehende Avidititsverringerung und immer zuneh- 
mende Reversibilitat der Amboceptor-Erythrocyten-Verbindung 
vielleicht so vorzustellen, daB bei dem Gehalte des Immunserums 
an Antikérpern verschiedenster Aviditét mit dem Altern des 
hamolytischen Amboceptors die avidesten Hamolysine als die 
gleichzeitig labilsten zuerst zugrunde gehen. 

Dieses Erklarungsmoment hat die Annahme zur Voraus- 
setzung, da8 zwischen Resistenz und Aviditét der himolytischen 
Amboceptoren ein enger Zusammenhang bestehe und daB die 
avidesten Amboceptoren zugleich durch ihre Labilitét, die wenig 
aviden durch ihre mehr oder minder groBe Widerstandsfahig- 
keit gegen auBere Schédigungen ausgezeichnet sind. 
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Wenn man die Bindungsfaihigkeit der Amboceptoren als 
Ma8 dieser Aviditét nimmt, so zeigen schon die Versuche 1 
bis 4 sowie 5 Andeutungen, daB eine Erleichterung des Uber- 
gangs mit einer Verringerung dieser Aviditét Hand in Hand 
geht. In Versuch 6 bis 8 tritt dieses Moment nicht hervor, 
und wir méchten uns deshalb in dieser Hinsicht mit grofSer 
Reserve aussprechen. Immerhin kénnen wir im folgenden Ver- 
suche mitteilen, bei denen es uns gelungen ist, durch Abschwi- 
chung der Amboceptoren auf thermischem Wege gleichzeitig 
eine Begiinstigung der Uberganysreaktion und eine 
erhebliche Verminderung der Bindungsfahigkeit zu 
erzielen. 

Bekanntlich liegt das Temperaturoptimum fiir die Inakti- 
vierung himolytischer Immunsera bei 56°. Erwirmt man Immun- 
sera iiber diese Temperatur hinaus, so tritt eine Abschwachung 
des Amboceptors ein. Derartige abgeschwichte Amboceptorsera 
wurden in den folgenden Versuchen im Vergleich mit dem Aus- 
gangsmaterial (*/, St. 56°) gepriift. 

Zur Technik der Versuche ist zu bemerken, daB die bereits friiher 
in der iiblichen Art inaktivierten Kaninchenamboceptoren mit physio- 
logischer Kochsalzlésung 10fach verdiinnt und 1!/, Stunde im Wasserbade 
bei 65° erhitzt wurden. Vor jedem Experiment wurde sowohl fiir den 
bei 56° inaktivierten als auch fiir den auf 65° erwirmten Amboceptor 
die lésende Dosis festgestellt. Die Ubergangsversuche mit dem auf 56° 
und auf 65° erwirmten Amboceptor wurden stets gleichzeitig angesetzt. 


Der Ubergang des Amboceptors vollzog sich in allen Experimenten ohne 
Ausnahme innerhalb 1 Stunde im Wasserbade bei 40°. 


Versuch 9. 
(11. IL. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 23. I. 1911. 


A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0025. 
B. 1/, Stunde auf 65° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,025. 
Je 2,0 ccm 5°/,iges Zg.-Blut. 

Gesamtvolumen 5,0 ccm. 

Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Einheiten : 

A. 56° B. 65° 
0,15*%/10 1,5 */10 
0,2 io 2,0 "ro 
0,25 4/10 2,5 */10 
0,3 "Yio 3,0 ro 
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Abgiisse: 
AbguSmengen: von Einheiten: Hamolyse bei A: Hamolyse bei B: 
1. 2,6 com 3 0 maBig schwach 
%. 33. « 4 0 ” ” 
a 2 ow 5 0 kompl. 
a OS « 6 0 = 
Ubergangsversuch: 
Réhrchen: Einheiten: Sediment A. 56° Sediment B. 65° 
1. 3 schwache neue Himolyse kompl. neue Haimolyse 
2. 4 maBige ™ o ” ” ” 
3. 5 starke - o» » ” ” 
4. 6 fast kompl. ,, pr i Pa ‘ee 


2,0 com Zg.-Blut -+- 0,2 com Kompl.: 0. 

Nach 20 Minuten im Brutschrank sind die letzten 3 Réhrehen der 
Reihe B komplett gelést, wihrend bei A noch nicht die geringste Himo- 
lyse wahrzunehmen ist. Nach 40 Minuten auch Réhrchen B1 komplett, 
wahrend bei Réhrchen A4 die Haimolyse gerade beginnt. 


Versuch 10. 
(13. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 17. XII. 1910. 
A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0006. 
B. 1/, Stunde auf 65° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,02. 
Je 2,0 com 5°/,iges Zg.-Blut. 
Gesamtvolumen 5,0 ccm. 
Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Einheiten: 
A. 56° B. 65° 


1. 0,48 4/199 = 1,6 #/ 19 + 

2. 0,6 4/100 2,0 */15 5 

3. 0,72 1/99 2,4 "lio 6 

4. 0,845,159 2,8 4/19 7 

Abgiisse : 
AbguBmengen: von Einheiten: Hamolyse bei A: Hiamolyse bei B: 
1, 2,5 com 4 0 schwach 
2. 25 » 5 0 maBig 
SB. BB. « 6 fast 0 fast kompl. 
4 25 7 Spur kompl. 
Ubergangsversuch : 

Réhrehen: Einheiten: Sediment A. 56° Sediment B. 65° 
1, 4 starke neue Himol. fast kompl. neue Him. 
3. 5 sehr starke ,, * kompl. ,, “é 
3. 6 fast kompl. ,, ” ™ ie “ 
4. 7 o-. 2 , ” ” ” 


2,0 com Zg.-Blut +- 0,2 com Kompl.: 0. 
Die Hiamolyse erfolgte in den Roéhrchen der Reihe B etwa um 
20 Minuten frither als bei A. 


parse 
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Versuch ll. 
(16. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 24, I. 1911. 
A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,003. 
B. 1/2 Stunde auf 65° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,025, 
Je 2,0 com 5°/,iges Zg.-Blut. 
Gesamtvolumen 4,5 ccm. 








Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Einheiten : 
A. 56° B. 65° 
| 1. 0,12%/,5 1,0 %/r9 2 
2. 0,18 4/15 1,5 */10 3 
3. 0244/15 2,0 2/10 4 
, 4. 0,3 Ir 2,5 1/19 5 
Abgiisse : 
AbguBmengen: von Einheiten: Himolyse bei A: Hiamolyse bei B: 
1. 2,25 ccm 2 0 0 
&. 2s . 3 0 schwach 
a 233. 4 0 stark 
‘4 2 . 5 0 kompl. 
Ubergangsversuch : 
Roéhrehen: Einh.: Sediment A. 56° Sediment B. 65° 
1 2 schwache neve Hiimolyse fast kompl. neue Hamolyse 
2. 3 mabBige os os kompl. ,, = 
3. 4 - - * pa 1 i 
4. 5 starke ” % = ” = 
2,0 com Zg.-Blut + 0,2 com Kompl.: 0. 
1/, Minute nach Zusatz des Komplements tritt bei den Blutauf- 
schwemmungen, deren Ausgangstemperatur ca. 37° betrigt, in B4 fast 
komplette, B3 fast komplette, B2 starke Hamolyse ein, waihrend bei A 


noch nicht die geringste Himolyse wahrzunehmen ist. Nach 40 Minuten 
B3 und B4 komplett, B2 nach 40 Minuten fast komplett, bei A noch 
nirgends merkliche Hamolyse, nach 10 Minuten B2 komplett, B1 fast 
komplett, wahrend bei A4 gerade der Beginn einer Haimolyse zu kon- 
statieren ist. 
Versuch 12. 
(16. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 30. XII. 1910. 
A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,008. 
B. 1/, Stunde auf 65° erhitzt. Lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,08. 
Je 2,0 com 5°/,iges Zg.-Blut. 
Gesamtvolumen 7,6 ccm. 








Menge des Zg.-Kan.-Amboc, : Einheiten: 
A. 56° B. 65° 
1. 0,322/19  3,2%/19 2 
2. 04 Yo 4,0 /4 21/, 
3. 0,484/19 4,8 4/19 3 
4. 0,56%/19 56/19 3*/s 
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Abgiisse: 
AbguBmengen: von Einheiten: Himolyse bei A: Hiamolyse bei B: 
1, 2,8 com 2 0 Spirchen 
S.. 28 .. 21/, 0 - 
a BS + 3 0 Spur 
4. 28 ,, 31/5 0 - 
Ubergangsversuch : 
Réhrehen: LEinh.: Sediment A. 56° Sediment B. 65° 
3. 2 starke neue Himolyse kompl. neue Himolyse 
2. 21/, = os " “ - fe 
3. 3 starke — f. kompl. ,, ” ” ” 
4, 31/, a . os - 


2,0 cem Zg.-Blut -++- 0,2 com Kompl.: 0. 

Geschwindigkeit der Himolyse nicht beobachtet. 

Das Resultat aller Experimente ist einheitlich: In simt- 
lichen Versuchen bewirkt das halbstiindige Erwarmen 
des haimolytischen Immunserums auf 65° zugleich mit 
einer erheblichen Abschwachung des Serumtiters eine 
starke Herabsetzung der Aviditaét, die sich, wie aus 
dem Verhalten der Abgiisse hervorgeht, in einer ver- 
minderten Bindungsenergie dokumentiert. In simt- 
ichen Fallen geht mit dem Sinken der Bindungs- 
fahigkeit der Amboceptoren durch Erhitzen auf 65° 
eine betrachtliche Steigerung ihrer Fahigkeit, von 
den Erythrocyten auf neu zugefiigte Blutkérperchen 
iiberzugehen, einher, die in markanter Weise von dem 
Festigkeitsgrade des Reaktionsproduktes von roten 
Blutzellen und dem gleichen, aber nur auf 56° er- 
warmten Amboceptor differiert. 

Vielleicht stellt hiernach das ()bergangsphanomen eine brauch- 
bare Methode dar, die ,,Aviditaét‘‘ der Amboceptoren zu messen, 
entsprechend der Abspaltung der Agglutinine durch Erwarmen, 
wie sie zu diesem Zwecke von Landsteiner und Reich’) und 
von Miiller*) benutzt worden ist. 

Einer Besprechung bedarf noch die Beschleunigung der 
Hiamolyse, wie sie in den Versuchen, in denen der 65°-Ambo- 
ceptor zur Verwendung gelangt, gegeniiber den Experimenten 
mit dem gleichen, bei 56° inaktivierten Amboceptor zur Be- 
obachtung kommt. 


1) Centralbl. f. Bakt. 39, 1905. 
2) Centralbl. f. Bakt. 46, Heft 3, 1908. 
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Die quantitativen Verhialtnisse, wie sie in Versuch 10 und 11 
vorliegen, zeigen schon, da8 etwa eine starkere Beladung mit 
Amboceptor aus dem auf 65° erwairmten Serum nicht in Frage 
kommt; besonders in Versuch 11 tritt dies hervor, wo die be- 
schleunigte Haimolyse unter Bedingungen stattfindet, wo den 
empfangenden Blutkérperchen nur die Halfte von zwei Ambo- 
ceptoreinheiten zur Verfiigung steht. 

DaB hier eine wesentliche Anderung bei dem Vorgang 
derHamolyseselbst stattfindet, zeigen die folgenden Versuche. 
Aus ibnen geht hervor, da8 nach einfacher Bindung durch 
Darbietung entsprechender Mengen von Amboceptoreinheiten des 
auf 56° erwarmten Serums einerseits und des auf 65° er- 
warmten Serums andererseits nach Komplementzusatz die Hamo- 
lyse durch den 65°-Amboceptor den oben beschriebenen zeit- 
lichen Vorsprung jedesmal einhalt. 

Zur Technik der Versuche sei folgendes vorangeschickt: Entsprechende 
Amboceptormengen des auf 56°, bzw. 65° erwarmten himolytischen 
Immunserums wurden nach vorangegangener Amboceptor-Einstellung mit 
gleichen Blutmengen 1 Stunde bei 37° digeriert. Nach Zentrifugieren, 
Entfernung des Abgusses und Ersatz desselben durch das gleiche Volumen 
physiologischer Kochsalzlésung kamen die Réhrchen mit dem gut ver- 
teilten sensibilisierten Blute auf 1/, Stunde ins Wasserbad bei 40°, worauf 
der Komplementzusatz erfolgte. Die weitere Beobachtung erfolgte nach 
Herausnahme aus dem Wasserbad. 


Versuch 13. 

(16. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 24I, 1911. 
A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,003. 
B. 1/. Stunde auf 65° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,025. 
Je 1,0 com 5°/,iges Zg.-Blut. 
Gesamtvolumen 2,0 ccm. 
Komplement 0,1 ccm. 


Menge des Zg,-Kan.-Amboc. : Ejinheiten : 
A. 56° B. 65° 
1. 0,3 2/109 0,25 4/15 1 
2. 0,6 3/109 0,50 1/15 2 
3. 0,9 */1o9 0,75 "/19 3 
Sensibilisiert mit: 56°-Amboc. 65 °-Amboc. 
1 LD. kompl. in 70 Min. kompl. in 8 Min. 
2 i. D. ” ” 15 ” ” ” 5 ” 
3 1. D. ” ” 51/, ” ” ” 4 ” 
Kontrolle. 


1 com 5°/,iges Zg.-Blut: 3 f. sensib. 1/, Stunde im Wasserbad bei 40° 
ohne Komplement: 0. 
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Versuch 14. 

(13. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 17. XII. 1910. 
A. 1/, Stunde auf 56° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,0006, 
B. 1/, Stunde auf 65° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,02. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Einheiten : 
A. 56° B. 65° 
1. 0,60 '/io00 92 */i0 1 
2. 0,12 2%/ip99 9,4 8/10 2 
3. 0,18 1/s000 0,6 1/0 3 
Sensibilisiert mit: 56°-Amboc. 65°-Amboce. 
1 1.D. Beginnende geringe kompl. in 7 Min. 
21D. Hiamolyse nach - i a. 
3 1D. 12 Min. pf ies 
Kontrolle wie bei Versuch 13. 
Versuch 165. 


(28. II. 1911.) 
Zg.-Kan.-Amboceptor vom 30. XII. 1910. 
A. 1/,. Stunde auf 56° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,008. 
B. 4/, Stunde auf 65° erhitzt; lésende Dosis fiir Zg.-Blut: 0,08. 


Menge des Zg.-Kan.-Amboc. : Zahl der 
A. 56° B. 65° Einheiten : 
1..0,82/19 0,8 2/19 1 
2. 1,6 4/199 1,6 1/19 2 
3. 2,4 1/100 2,4 4/16 3 
5°/, Zg.-Blut: Sensib. mit: 56°-Amboc. 65°-Amboc. 
1. 1,0 83) 0 in 6 Min. kompl. in 4 Min. 
2. 1,0 21.D. schwach ,, 6 ,, ‘a 0 FS x 
3. 1,0 3 Le stark ,, 6 ,, 7 o ® « 


Kontrolle wie in Versuch 13. 

Es tritt somit auch in diesen Versuchen die Beschleunigung 
der Hamolyse bei Verwendung des 65°-Amboceptors trotz der 
gleichen Sensibilisierung wie in den Experimenten mit dem 
56°-Amboceptor in charakteristischer Weise hervor. 

Betreffs des Mechanismus dieser Wirkungen diirften die an- 
gefiihrten Experimente kaum einen Schlu8 zulassen. 

Nur soviel geht aus diesen letzten Versuchen hervor, da8 
bei gleicher Auswahl zur Bindung dargebotener Ambo- 
ceptoreinheiten und gleicher Komplementmenge die 
Hamolyse durch den einige Zeit auf 65° erwirmten 
Amboceptor (trotzdem weniger von demselben ge- 
bunden wird) erheblich rascher verlauft wie bei An- 
wendung des auf die iibliche Weise inaktivierten Ambo- 
ceptorserums. 

















Das Harneisen der Haustiere. 


Von 
Max Reich. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der Universitit Rostock.) 


(Eingegangen am 4. August 1911.) 


Uber das Harneisen ist schon viel gearbeitet und viel ge- 
stritten worden. Ich verweise auf die 1910 in dieser Zeitschrift 
erschienene Arbeit von Wolter. Nur gerade iiber den Pflanzen- 
fresserharn wissen wir, was seinen Eisengehalt anlangt, recht 
wenig, und dies Wenige widerspricht sich. 

In Anbetracht dieser wenigen, zum Teil schwankenden 
Resultate erginzte ich diese Arbeiten unter besonderer Beriick- 
sichtigung der taglichen Eisenausscheidung im Harn der Herbi- 
voren erstens bei normalem und zweitens bei eisenreicherem 
Futter. Am Schlusse dieser Arbeit folgen dann noch einige 
Beobachtungen iiber die Verbindungsform des Harneisens. Zu- 
nachst aber muB ich den analytischen Gang der Eisenbestim- 
mung im Harn vorausschicken, da mir die Methodik meiner 
Vorganger nicht ganz einwandfrei erscheint. 


Untersuchungsmethode. 


Wolters Methode enthalt unter Umstianden einen Fehler. Namlich die 
mit Salpetersaure zerstérte Harnasche wird durch das Gliihen und durch das 
Kochen mit Wasserstofisuperoxyd nach dem Auflésen nicht immer voll- 
standig von salpetriger Siure befreit, die die jodometrische Methode be- 
kanntlich stért. Dem Umstand ist aber leicht abzuhelfen, indem man 
zur Lésung der Harnasche an Stelle der Salzsiure verdiinnte Schwefel- 
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siure benutzt und dann die Lésung bis zum Aufsteigen weifer Nebel 
stark erhitzt, am besten in einem kleinen langhalsigen Rundkolben aus 
Jenenser Glas. Die erkaltete und mit destilliertem Wasser verdiinnte 
Fliissigkeit kann dann zur Oxydation (z. B. mit Kaliumpermanganat in 
der Warme) und zur Titration direkt benutzt werden. Unter Beriick- 
sichtigung dieser erwihnten notwendigen Abinderung benutzte ich diese 
Methode bei Beginn meiner Arbeit. 

Nach dem Prinzip der Siuregemischveraschung von H. Neumann 
modifizierte ich eine weit einfachere Methode, wozu ich auch einige gute 
Ratschlige von Herrn Dr. Queckenstadt dankbar verwertete. 

Die gesamte in Arbeit genommene Harnmenge (ca. 500 g) engte 
ich zusammen mit 20cm konzentrierter Salpetersiure in einem schrag 
liegenden Jenenser Rundkolben von 11 Inhalt bis auf ca. 50 ccm ein. 
Der erkaltete, meist krystallinisch erstarrte Riickstand wurde dann mit 
50 ccm konzentrierter Schwefelsiure versetzt, wodurch ein heftiges Auf- 
brausen unter Entwicklung von braunen Stickoxyd- bzw. Stickstoff- 
dioxyddimpfen entstand. Nachdem im Verlauf von ungefahr 1/, Stunde 
sich diese erste heftige Entwicklung gelegt hatte, lieB ich durch Capillar- 
réhren nur ganz langsam tropfenweise konzentrierte Salpetersiure (meist 
80 ccm) hinzuflieBen und erhitzte dann so lange, bis eine farblose, dicke 
Fliissigkeit, frei von jeder organischen Substanz, restierte. Dieser Pro- 
zeB dauerte kaum 1 Stunde. Erschien die Fliissigkeit nach dem Erkalten 
noch nicht ganz farblos, vielmehr etwas gelblich, dann muBte unter 
nochmaligem Zusatz von wenig konzentrierter Schwefelsiure weiter ge- 
kocht werden. Diese schlieBlich vollstindig zerstérte Fliissigkeit wurde 
dann noch weiter stark erhitzt zur Entfernung méglichst aller Salpeter- 
siure und salpetrigen Séure. Nach dem Erkalten wurde sie im Kolben 
mit der ungefaihr dreifachen Menge destillierten Wassers verdiinnt und 
nochmals ca. 5 bis 10 Minuten lang gekocht, um etwaige Nitrosyl- 
schwefelsiure zu zersetzen und die entstandenen Stickoxyde zu verjagen. 
Die wiederum erkaltete Fliissigkeit versetzte ich mit 20 com Neumann- 
schem Zinkreagens und dann mit konzentrierter Ammoniakfliissigkeit unter 
Kiihlung, bis der zunichst entstehende flockige Niederschlag sich gerade 
wieder léste. Alsdann wurde die ammoniakalische Fliissigkeit bis zum 
Auftreten der ersten Krystalle erhitzt, d. h. bis zur schwach ammoniaka- 
lischen Reaktion. Nach mehrstiindigem Stehen erhielt ich einen schénen 
krystallinischen Niederschlag von Phosphaten und eventuell Calcium- 
sulfat. Das Neumannsche Zinkreagens ist eine wisserige Fliissigkeit, 
die in 1000 Teilen 25 g Zinksulfat, 100 g Natriumphosphat und soviel 
verdiinnte Schwefelsiure enthalt, als gerade zur vollstandigen Wieder- 
auflésung des ausgeschiedenen Zinkphosphats notwendig ist. Dieses Zink- 
reagens hat lediglich nur den Zweck, beim Zusatz von etwas iiberschiis- 
sigem Ammoniak einen schénen krystallinischen Niederschlag zu bilden 
und das Eisen als Phosphat niederzureiBen. Auf diese Weise erhalt man 
einen sichtbaren krystallinischen Niederschlag, der sich gut filtrieren, 
auswaschen und kontrollieren JéBt. Diesen gut abgesetzten Niederschlag 
sammelte ich nun auf einem aschefreien Filter (das Filtrat ist mit Salz- 
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siure und Rhodankalium auf Eisenfreiheit zu priifen), wusch zuerst den 
Riickstand im Kolben durch mehrmaliges Dekantieren mit heiBem Wasser 
gut aus und spiilte dann noch den Filterriickstand mehrmals nach, bis 
die abflieBende Fliissigkeit mit Jodkalium, Schwefelsiure und Starke keine 
Blauung gab, also keine salpetrige Siure mehr enthielt. Dann wurde 
der Riickstand im Kolben mit 5 ccm heiBer verdiinnter Salzsiure gelést 
und diese Salzsiure noch auf das Filter gebracht zur Lésung des ge- 
samten Riickstandes. Kolben und Filter wurden noch mehrmals mit 
heiBem destilliertem Wasser ausgewaschen, bis das AbflieBende mit 
Rhodankalium keine Rotfirbung mehr gab. Die salzsaure Lésung der 
Harnasche wurde nun nach dem Erkalten mit 1 g in wenig Wasser ge- 
léstem Jodkalium versetzt und verschlossen 1 Stunde lang im Dunkeln 
stehen gelassen. Das durch Reduktion des Eisenoxydsalzes zu Eisen- 
oxydulsalz in aquivalenter Menge ausgeschiedene Jod titrierte ich dann 
mit */;99-Natriumthiosulfatlésung unter Benutzung von Stirkelésung als 
Indicator. Der Titer der */;99-Natriumthiosulfatlisung wurde gegen 
®/,00-Kaliumdichromatlésung eingestellt. Zu meinen Analysen benutzte ich 
méglichst eisenfreie Reagenzien, soweit solche tiberhaupt denkbar sind: 
Da jedoch meist die konzentrierten Siuren nicht ganz eisenfrei sind, 
stellte ich stets blinde Versuche an, die ich von dem eigentlichen Re- 
snitat in Abzug brachte. Von den beiden angewandten Analysenmethoden 
muB ich letzterer unbedingt den Vorzug geben. Hierbei vollziehen sich 
die Hauptprozesse in ein und demselben GefaB, in einem landhalsigen Rund- 
kolben, der einerseits jedweden Verlust verhiitet, andererseits eine Ver- 
unreinigung von auBen her unmdéglich macht. 


Das tigliche Harneisen von Hund, Schwein, Ochse, Ziege, 
Pferd und Hammel bei normaler Fiitterung. 


Die zu meinen Versuchen benutzten Tiere befanden sich 
in sog. Zwangsstiallen, wie sie heute zu Ausniitzungsversuchen 
in den landwirtschaftlichen Versuchsstationen gebrauchlich sind. 
Solch ein Zwangsstall entspricht gerade der GréBe des betref- 
fenden Tieres, so da8 ein Hin- und Herbewegen desselben un- 
méglich ist. Am vorderen Ende befindet sich ein kleiner Futier- 
kasten fiir die taglich zwei- bis dreimal zu verabreichende, genau 
gewogene Futtermenge. Am After hangt ein Kotbeutel, und 
der unter dem Bauche angeschnallte Harntrichter fiihrt mittels 
eines lingeren Gummischlauches durch eine kleine Offnung des 
Stallbodens in eine unter letzterem stehende Flasche. So er- 
halt man quantitativ ohne irgendwelche besonderen Verunreini- 
gungen die gesamte binnen 24 Stunden ausgeschiedene Harn- 
und Kotmenge. Etwaige im Harn vorhandene fremde Parti- 


kelchen entfernte ich durch einmaliges Kolieren durch ein weit- 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 15 
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maschiges Tuch. Dieser frische, kolierte Harn wurde sofort 
gewogen, und ein Teil davon, meist ca. 500 g, wurde zur Ana- 
lyse benutzt. Bei geniigender Harnmenge wurden stets Kon- 
trollanalysen gemacht. 

Meinen Versuchen mit Harnen von Pflanzenfressern méchte 
ich zum Vergleich mit den Befunden anderer Autoren zunichst 
meine an normalem Hundeharn erzielten Resultate voraus- 
schicken. 


1, 
Hundeharn. 

Ein 12 kg schwerer Hund wurde lange Zeit vor Beginn 
des eigentlichen Versuchs gleichmaBig ernihrt mit einer Tages- 
ration von 500 g Hundekuchen, d. h. einer aus pflanzlichen und 
fleischlichen Bestandteilen zusammengesetzten, sog. gemischten 
Kost. Darauf wurde an sechs Tagen bei gleicher Fiitterung 
der Harn des Hundes quantitativ aufgefangen, und zwar direkt 
in einem untergehaltenen GlasgefaB. Letzteres war natiirlich 
nur mdéglich, weil das Tier fiir solche Versuche abgerichtet war. 
Der geringen Harnmenge wegen mischte ich immer zwei Tages- 
portionen zusammen, um dann durch doppelte Analysen genaue 
Resultate zu erzielen. Dieser sechstagige Versuch ergab folgende 
Zahlen: 














Tabelle I. 
Datum wie Harn ~ > - is Hem 
“1910 ee 
21. VIEL —- om 1,09 
camisewehe a0 
5. VIIL - pf ae 0,61 


Durchschnitt: 
pro die, . 0,32 mg Fe 
prokg Harn 1,10 4 i; 


Fiinf Monate spiater analysierte ich zum Zwecke eines 
anderen Versuchs an vier Tagen den Harn desselben Hundes 
ebenfalls bei gleicher Fiitterung mit 500 g Hundekuchen pro 
die, die bereits vier Tage vorher begonnen hatte. Ich unter 
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suchte diesmal jede Tagesportion Harn besonders unter Ver- 
zicht einer Kontrollanalyse und kam zu den fast gleichen Zahlen: 











Tabelle II. 
Retum 24std. Harn Spez. Gew. pro die pro kg Harn 
g mg Fe mg Fe 

“1911 | neice a Zid Woecmuare 

14. I. 284 1,035 0,719 2,531 

15. I. 236 1,045 0,427 1,809 

16. I. 178 1,032 0,067 0,375 

17.1 174 1,054 0,170 0,977 

Durchschnitt: 
pro die . . 0,345 mg Fe, 


pro kg Harn 1,423,, ,, 


So haben zwei zu verschiedenen Zeiten und nach zwe: 
verschiedenen Methoden analysierte Versuchsreihen ziemlich den 
gleichen Befund ergeben, nimlich 0,32 bis 0,345 mg Fe im tig- 
lichen Harn eines 12 kg schweren Hundes. Wenn nun diese 
Durchschnittszahlen fiir das tagliche Harneisen des Hundes die 
Hohe des von den anderen Autoren aufgestellten Durchnitts- 
wertes von 1 mg Fe pro die nicht erreicht, so diirfte dieser 
Umstand wohl auf die individuelle Verschiedenheit und GréBe 
der Versuchstiere zuriickzufiihren sein, vielleicht auch auf die 
weit schwankenden Zahlen, denen man diesen Durchschnitt 
entlehnte. 

2. 
Schweineharn. 

Ein im Zwangsstall gleichmaBig ernahrtes Schwein, an- 
geschirrt mit Kotbeutel und Harntrichter, befand sich in einem 
Versuch, bei dem die Phosphorsiéure- und Kalk-Assimilation 
aus anorganischem Material festgestellt werden sollte. Den 
quantitativ erhaltenen, kolierten Harn konnte ich nebenbei un- 
behindert zur Untersuchung auf Eisengehalt benutzen. Die 
bereits fiinf Tage vor Beginn des eigentlichen Versuchs ein- 
geleitete gleichmaBige, quantitative Fiitterung bestand taglich 
aus 700 g Kartoffelflocken, 250 g Maisschlempe, 50 g Kleber 
und 4200 g Wasser unter Beigabe von 15,187 g Knochenmehl 
und 33,031 g Calciumlactat. Der Versuch dauerte zehn Tage; 


je zwei Tagesportionen Harn wurden gemischt analysiert: 
15* 
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Tabelle III. 








Datum 24std. Harn pro die | pro kg Harn 
g mg Fe | mg Fe 
1910 — 
Hi VE sono \ 453 | 1,07 
‘ VI — foe 1,19 
avE | soo } 897 | 176 
8. VI — 2 om Tw 
10.vi. | 3310} 884 2,11 
Durchschnitt: 
pro die .. 5,68 mg Fe, 


pro kg Harn 1,58 ” ” 


An dieser Versuch schloB sich ein zweiter mit dem bereits 
oben genannten Grundfutter unter Fortlassung des Knochen- 
mehls und Calciumlactats. Beide Versuche wurden also bei 
einer fiir Schweine iiblichen normalen Fiitterung vorgenommen. 
Auch hier waren fiinf Tage Vorfiitterung vorgesehen. Wahrend 
des zehntigigen Versuchs wurde ein Gemisch von je zwei Tages- 
portionen Harn zusammen analysiert: 


Tabelle IV. 











Datum _s Harn a = “Je 
— ee a eas ™ 
a 
9 VL ao \ 6,06 lM 
: a VI a. ae | 1,16 
| Su] fe i} aw | ue 
25. Vi. | 360 «} 450 | Lal 
Durchschnitt: 
pro die .. 4,4 mg Fe, 


pro kg Harn 1,3 ” ” 


Diese Zahlen stimmen ziemlich mit den Durchschnittswerten 
des ersten Schweineversuchs nach Tabelle III iiberein. Der 
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Durchschnitt von 4,4 und 5,68 mg Fe ergibt eine Normalzahl 
von ca. 5 mg Fe im taglichen Harn eines Schweines. 

Ein weiterer Versuch an einem anderen Schwein bestatigt 
diese aufgestellte Normalzahl. Das tagliche Futter bestand aus 
500 g Kartoffelflocken und 500 g Gerstenschrot, vermischt mit 
4500 g Wasser. Jedoch diirfen wir hierbei nur die ersten vier 
Tage in Betracht ziehen. Denn bereits am Abend des vierten 
Tages erkrankte das Tier an Verstopfung, wobei eine enorme 
Steigerung des Harneisens eintrat. Schon O. Wolter hat an 
Hunden bei Darmerkrankung (Durchfall) eine erhéhte Eisen- 
ausscheidung im Harn wahrgenommen. Seit dem vierten Tage 
der Versuchsreihe war der Harn triber als sonst, beinahe 
schmutzig grau. SchlieBlich muBte das Tier am neunten Tage 
wegen totaler Verstopfung und mangelnder FreSlust aus dem 
Zwangsstall entlassen werden. Dieser interessante Versuch, 
wieder mit fiinf Tagen Vorfiitterung eingeleitet, zeigt folgende 


ees 
Pe en as 


set esta 




















Zahlen: 
Tabelle V. 
: 24std. Harn, prodie pro kg Harn Verhalten des 
: Detam g |; mg Fe mg Fe Tieres 
: =a _——eeEEEeeeEeEeEeEeEeaeEeEeEeEeEeEeEeEeEeaEeESEeES==—E_—_———eeeeeeeEeE—eee — 
: 1910 
5. V. 3930 ’ f normal 
6. V. 330g, 1G me 6 ; 
7. V. 370 yg os f : 
8. V. 3650 j 7 , \Abends Beginn der 
Verstopfung 
9. V 3910 f Verstopfung; triiber 
12,6 3,34 Harn 
10. V. 3620 \ desgl. 
11. V. 3290 f desgl. 
12. V. 3000 | «20.g2 324 6h desgl. 
Totale Verstopfung; 
13. V. 2510 13,75 | 5,47 mangelnde Freb- 
lust 


Daraus ersehen wir deutlich waihrend des normalen Ver- 
haltens des Tieres, also in den ersten vier Tagen, eine unserer 
Normalzahl von ca. 5 mg Fe entsprechende Harneisenausschei- 
dung von 5,15 bis 5,2 mg Fe. Die letzten fiinf Tage des Ver- 
suchs zeigen zufolge der Darmerkrankung die schon oben er- 
wiahnte Steigerung des Harneisens auf 12,6, 10,21 bis 13,75 mg Fe 
. pro die. 
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3. 
Ochsenharn. 

Meine Analysen an Ochsenharn waren nur méglich dank 
der liebenswiirdigen Bereitwilligkeit von Herrn Geheimrat Pro- 
fessor Dr. Kellner in Méckern bei Leipzig, der der hiesigen 
Versuchsstation die notwendigen Harne eigens fiir diese Unter- 
suchungen zukommen lieB. Ich erhielt von einem zwdlftagigen 
Ochsen-Respirationsversuch den tiglich quantitativ aufgefan- 
genen, mit etwas Chloroform konservierten Harn. Das Tier 
hatte ein Gewicht von 634 kg; sein tagliches Futter bestand 
aus 6 kg Wiesenheu, 2 kg Roggengrieskleie, 2 kg Maisélkuchen, 
20 kg Kohlriiben und 40g Kochsalz. Nach mehrtagiger Vor- 
fiitterung begann der Versuch. 











Tabelle VI. 
Datum |2*8td. Harn pro die | pro kg Harn 
g mg Fe mg Fe 
1910 — a i : Tyee we 
4. XII. 16298 10,38 0,76 
5. XIL. 15525 18,63 1,20 
6. XII. 13633 14,99 1,10 
7. XIL. 15160 13,34 0,88 
8. XII. 11005 10,78 0,98 
9. XII. 15709 15,39 0,98 
10. XII. 14974 11,17 0,88 
11. XIL. 13154 | 12,89 0,98 
12. XII. 15240 16,76 1,10 
13. KII. 10225 9,82 0,96 
14. XII. 15031, 8,12 0,54 
15. XII. 12680 | 8,37 | 0,66 
Durohschnitt: 
pro die .. 12,55 mg Fe, 


pro kg Harn 0,918,, ,, 

Auch hier sind stets Kontrollbestimmungen angestellt und 
blinde Versuche in Abzug gebracht. Das immer wieder- 
kehrende Verhiltnis von ca. 1 mg Fe in 1 kg Harn bei fast 
allen meinen Versuchen J4Bt beinahe schon auf Richtigkeit 
schlieBen. Ich betone dieses nur deshalb, weil in der Lite- 
ratur eine einzige, allerdings enorm abweichende Eisenzahl 
fiir Ochsenharn existiert. Wolter fand in 1'/, 1 Ochsenharn 
durch direkte Fallung mit Ammoniak und Schwefelammon in 
der Wirme 7,30 mg Fe, entsprechend einer taglichen Aus- 
scheidung von 43,8 mg Fe. Offenbar war dieser Harn stark 
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verunreinigt. Noch dazu sollten diese Zahlen nur einen ge- 
wissen Teil des gesamten Harneisens bedeuten, worauf ich 
im letzten Abschnitt meiner Arbeit besonders eingehen werde. 
— Ferner finde ich in der Literatur noch einige schon vorhin 
genannten Angaben iiber Kuhharn von Charles Dhéré. Diese 
Resultate, 0,44 bis 0,48 mg Fe in 1 1, grenzen bereits etwas 
an meine, wenn schon ein direkter Vergleich nicht méglich 
ist, weil es sich auch dort nur um Einzelanalysen aus zirka 
250 ccm Harn handelt — ganz abgesehen davon, daB allein die 
verschiedene Konzentration der Harne bei Einzelanalysen ab- 
weichende Resultate gibt. 
4. 
Ziegenharn. 

Den im Laufe einer 12tagigen Heuperiode tiglich quan- 
titativ aufgefangenen Ziegenharn verdanke ich der giitigen Be- 
reitwilligkeit von Herrn Professor Dr. Morgen in Hohenheim 
bei Stuttgart. Der zum Versuch angestellte Ziegenbock wurde 
gleichmaBig mit Heu ernahrt. Vom 25. Januar 1911 ab bis 
zum 6. Februar 1911 inkl. wurde der Harn quantitativ auf- 
gefangen. Am 28. Januar ging infolge eines gerissenen Leder- 
riemens ein Teil des Harnes verloren, so da8 dieser Tag nicht 
beriicksichtigt wurde. Der Versuch ergab folgende Zahlen: 


Tabelle VII.’ 








24std. Harn. ro die- pro kg Harn 
Datum g | i Fe mg Fe 
1911 » Made 
25. I. 1111 0,532 0,478 
26. I. 995 | 0,378 0,358 
27.1. 967 | 0,604 0,603 
28. I. — — ~ 
29. I. 1089 0,760 0,705 
30. I. 975 | 0,532 0,545 
31. 1. 889 | 0,604 0,667 
Zoe 1047 0,532 0,508 
2. IL. 850 | 0,325 0,380 
3. II. 954 | 0,434 0,454 
4, IT. 1039 0,434 0,417 
5. II, 1031 | 0,494 0,479 
6. II. 984 0,376 0,382 
Durchschnitt: 


pro die. . .0,50 mg Fe, 
pro kg Harn 0,498 , ,, 
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Dieses Resultat schlieBt sich eng an das von Charles 
Dhéré') an, der in 11 Ziegenharn 0,32 mg Fe fand. In An- 
betracht der Bedenken gegen die von Dhéré angewandte 
colorimetrische Bestimmung kénnte diese U bereinstimmung viel- 
leicht ein Zufall sein. Immerhin halte ich die Zahl durchaus 
nicht fiir zu niedrig, wie Wolter und Hueck vermuten. Im 
Gegenteil, der von Hueck im Ammoniak-Schwefelammon- 
Niederschlag gefundene Wert von 1,81 mg Fe fiir 11 Ziegen- 
harn diirfte dieselbe Fehlerquelle haben, wie jene von Wolter 
genannte hohe Zahl fiir Ochsenharn, namlich ungeniigende Be- 
seitigung organischer Beimischungen. 


5. 
Pferdeharn. 

Pferdeharn quantitativ innerhalb bestimmter Zeit aufzu- 
fangen, war leider nicht méglich. Selbst das portionsweise 
Auffangen des Harnes in untergehaltenen GefaéBen erwies sich, 
abgesehen von den damit verbundenen Umstanden, als fast 
unméglich, weil die Tiere im betreffenden Moment sofort mit 
Harnlassen aufhérten. So muBte ich mich denn mit drei 
Einzelportionen von zwei verschiedenen Pferden begniigen und 
fand dafiir folgende Zahlen: 

11 Pferdeharn v. sp. Gew. 1,043 0,543 mg Fe 
lkg davon. . ..... . « 0,511 mg Fe 
11 Pferdeharn v. sp. Gew. 1,043=—0,65 mg Fe 
lkg davon. ...... . « ==0,623 mg Fe 
11 Pferdeharn v. sp. Gew. 1,043 — 0,869 mg Fe 
lkg davon. ...... + « =0,833 mg Fe 
Charles Dhérés Resultate fallen etwas niedriger aus: 
0,36 bis 0,46 mg Fe pro Liter. 

Aber wie gesagt, aus solchen Einzelanalysen wage ich 

keine Schliisse zu ziehen. 








6. 


Ham melharn. 

Ein 30 kg schwerer Hammel machte im Zwangsstall eine 
Heuperiode durch bei gleichmaBiger Fiitterung mit 500 g im 
Vakuumapparat bei 70° getrocknetem Heu pro die. Nach 
5tagiger Vorfiitterung analysierte ich von den folgenden acht 
Tagen je zwei gemischte Tagesportionen: 
~~ 3) Charles Dhéré, Journ. de Physiol. 5, 330. 
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Tabelle VIII. 








24std. Harn pro die 'pro kg Harn 
Detam g | mg Fe | mg Fe 
—_ 1910 a ——_ — l a —_— 
29. VI. 1035 } \ 
30. VI. 1261 2,03 1,64 
1. VIL. 1005 } \ 
2. VIL. 1041 1,27 1,24 
3. VII. 1003 
4. VIL. go7 if «(106 fs, 
5. VII. 822 
6. VII. 667 of O77 } 1,06 
Durchschnitt: 
pro die. . . 1,29 mg Fe, 


pro kg Harn 1,34 , 

Ein weiterer Versuch wurde an einem anderen 42 kg 
schweren Hammel ebenfalls bei Heufiitterung vorgenommen. 
Das Tier wurde im Zwangsstall taglich mit 800 g gewéhnlichem 
Heu und 8 g Kochsalz ernaihrt. Wiederum fand eine 5tagige 
Vorfiitterung statt. Von dem 10tagigen Versuch analysierte 
ich wahrend der ersten 4 Tage jede Tagesmenge Harn be- 
sonders und von den letzten sechs Tagesportionen mischte ich 
je zwei zur Analyse. Auch den Kot konnte ich sammeln; 
eine Durchschnittsprobe von diesen 10 Versuchstagen wurde 
ebenso wie der Harn im Rundkolben mit Schwefelsiure und 
Salpetersiure aufgeschlossen. 

Tabelle IX. 


Tagliches Futter: 
800 g Heu = 648,7 g Trockensubstanz = 123,6 mg Fe 











8 g Kochsalz — 
Trinkwasser ~~ 
123,6 mg Fe 
Taglicher Harn: 
24std. Harn wie pro die pro kg Harn 
Datum | Spez. Gew. mg Fe | mg Fe 
: | aes SS ee 
1910 
31. X. 1137 ae} Se 0,97 
1. XI. 1209 1,027 0,88 0,72 
2. XI. 833 1,037 0,80 0,96 
3. XL 860 1,033 | 0,85 0,99 
4. XI. 977 1,033 
5. XI. 1081 1031 |f 996 =f 0,98 
6. XI. 1427 1,025 
7. XI. 1595 | 1020 |} 064 }$ 0,42 
8. XI. 1250 1022 | 
9. XI. 857 «| «1,030 if 72} (68 
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Durchscinitt: 
pro die. . . 0,83 mg Fe, 
pro kg Harn 0,73 , , 
Taglicher Kot durchschnittlich: 
594,7 g — 252,64 g Trockensubstanz — 121,86 mg Fe. 
Tagl. Eisen-Einmahme ....... = 123,36 mg Fe 
Tagl. Eisen-Ausscheidung 
durch den Kot 121,86 mg Fe 
durch den Harn | a 
122,69 mg Fe 
122,69 mg Fe 
0,67 mg Fe. 

Ich wage nicht aus dieser Differenzzahl weitere Schliisse 
zu ziehen. Offenbar ist alles durch das Heu aufgenommene 
Eisen durch den Darm wieder ausgeschieden. Der mit Ather 
entfettete Kot ergab noch im Eisessig-Ather-Auszug folgendes 
spektroskopisches Bild: Bei Untersuchung dicker und diinner 
Schichten zeigte sich ein Streifen ganz links am Ende des 
Spektrums im fuBersten Rot, dann am Anfang des Rots ein 
zweiter, das ganze Gelb verdeckend, ein dritter am Anfang 
des Griins und ein vierter in der Mitte des Griins. Der erste 
und der letzte Streifen waren nur in diinnen Schichten der 
Lésung sichtbar. Die Streifen erinnern auSerordentlich an das 
in der ,,Klinischen Spektroskopie“ von Otto Schumm auf 
Tafel 4 unter Nr. 3 abgebildete Spektrum des Alkohol-Ather- 
Extraktes von Spinatkot. 

Beide Hammelversuche (Tabelle VIII und IX) geben fiir 
die tagliche Harneisenausscheidung bei Trockenfiitterung einen 
Durchschnittswert von ca. 1 mg Fe. Dieser Befund scheint 
sich mit den von Wolter angefiihrten Resultaten nicht zu 
decken. Jedoch mag dieser Umstand darin liegen, da8 es sich 
dort nur um fiinf Einzelanalysen von verschiedenen Tieren 
handelt, nicht um zusammenhingende Fiitterungsperioden. 
Wolter fiihrt seine verschiedenen Zahlen auf verschiedene 
Fiitterungsweisen zuriick und ist der Ansicht, da8 bei Griin- 
fiitterung der Eisengehalt im Harn héher ist als bei Ver- 
fiitterung eines weniger chlorophyllhaltigen Mischfutters. Auch 
hieriiber glaube ich ein klares Bild geben zu kénnen. Ein 
35 kg schwerer Hammel bekam zuniachst a. taglich 3000 g 
frisches Gras, dann in einer zweiten Periode b. ein Mischfutter 
von 400 g Stroh, 250 g Reis und 100 g ErdnuSkuchen, und 
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schlieBlich in der letzten Periode c. lufttrockenes Heu, obigen 
3000 g Gras entsprechend. Jede Periode hatte auBer der not- 
wendigen Zwischenfiitterung noch 5 Tage Vorfiitterung. 














a. 
Tabelle X. 
Futter: 3000 g Gras, 8 g Kochsalz. 
en 24std. Harn Spez. Gew. pro 4 | pro kg Harn 
g mg Fe | mg Fe 
it of | | 
15. V. 1816 1015 | 1,249 0,687 
16. V. 1838 1,015 _ _ 
. ¥. 1457 1,019 1174 | 0,805 
18. V. 1698 1,020 2,083 | 1,816 
19. V. 1602 1,019 1,769 1,104 
20. V. 1360 1,020 1406 | 1,033 
21. V. 750 1,033 0,884 | 1,140 
22. V 1365 1,023 1,249 0,907 
Durchschnitt: 
pro die. . . 1,40 mg Fe, 
pro kg Harn1,07 ,_ ,, 
b 


Nach Tabelle XXI. 
Futter: 400 g Stroh, 

















250 g Reis, 
100 g ErdnuBkuchen, 
8 g Kochsalz. 
Durchschnitt: 
pro die. . . 0,507 mg Fe, 
pro kg Harn 1,07 , , 
c. 
Tabelle XI. 
Futter: wie bei a. 3000 g Gras, jedoch getrocknet. 
24std. Harn = pro die pro kg Harn 
Datum . Spez. Gew. mg Fe | mg Fe 
~ 1911 ———————— — ——— — oo 
24. VI. 961 1,032 1,002 | 1,042 
25. VI. 934 1,031 0,927 =| 0,992 
26. VI. 702 1,043 0,771 1,098 
27. VI. 950 1,040 0,927 | 0,974 
28. VI. 1031 1,035 0,772 | 0,749 
29. VI. 896 1,036 0,695 0,775 
30. VI. 795 1,044 0,618 | 0,764 
1. VIL. 828 1,044 0,695 0,841 
Durchschnitt: 


pro die. . . 0,80 mg Fe, 
pro kg Harn 0,904, , 
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Aus diesen drei Versuchsreihen ersieht man deutlich eine 
gréBere Eisenausscheidung in der taglichen Harnmenge bei der 
Grasfiitterung, eine geringere bei der Heufiitterung und eine 
noch geringere bei der Verfiitterung des Mischfutters. Jedoch 
auf die Harnmenge berechnet, finden wir den Eisengehalt stets 
in demselben Verhaltnis, naémlich in 1 kg Harn ca. 1 mg Fe. 
So muB ich also daraus den Schlu8 ziehen, da8 das fiir ge- 
wohnlich ca. 1 mg Fe betragende tagliche Harneisen des 
Hammels bei Gras- und Trockenfiitterung nur relativ schwankt, 
entsprechend der vergréBerten oder verringerten Harnmenge. 


Eine Rekapitulation dieses Abschnittes fiihrt zu folgenden 
Satzen: 

Auf Grund der vorliegenden Untersuchungen betragt 
unter normalen Fiitterungsverhiltnissen der Harneisengehalt 
beim Hund (12 kg) 0,33 mg Fe pro die, 1,1—1,42 mg Fe pro kg Harn 


” Schwein . ” » Ms 7 1,3—1,58 ” n ” ” ” 
»  Ochsen ee. « « « 2) oe oe ee 
bei der Ziege a «+ + « oo Ss = cn 
beim Pferd —_ 0,51—0,83 ” ” ” ” ” 
» Hammel Le <2 is. 4. (6 ees 8 lf a 


Bei Berechnung des taglichen Harneisens mu8 man auch 
unbedingt die Harnmenge ins Auge fassen, da wohl letztere 
nicht ohne Einflu8 auf die Menge des Harneisens sein diirfte. 
Darum habe ich aus jeder Tagesportion Harn die auf 1 kg 
desselben fallende Eisenmenge berechnet. Dabei fand ich unter 
Betrachtung aller untersuchten Harne nicht allzu_ weit 
schwankende Grenzen. Die niedrigste Zahl liegt bei 0,498, die 
héchste bei 1,58, wahrend sich die meisten um 1,0 gruppieren. 
Das heiBt also: Die Harne der genannten Tiere enthalten in 
1 kg 0,498 bis 1,58 mg Fe, im Mittel ungefahr 1 mg Fe. Diese 
Zahl stimmt nun wieder mit dem Eisengehalt im normalen 
Menschenharn iiberein. Es fanden fiir das bekanntlich 1 bis 
1'/, 1 betragende Tagesquantum Menschenharn: 

Damaskin (unter Kobert) 1,0 mg Fe, 


Kumberg £ is ork «3 
Busch a ~ Bin a 
RN + he: oc a-ehee ic eh: 
Hoffmann (unter Kobert) 1,09,,  ,, 
Zickgraf te a Jaa 
Neumann. . Os. wn 


Hueck (unter Kobert) aire 0 
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Steigt der Eisengehalt im Harn bei eisenreicherer 
Ernahrung? 


Ob bei Mensch oder Tier das per os als Medikament oder 
Blutstoff eingefiihrte Eisen bei der Ausscheidung wenigstens 
nur zum Teil seinen Weg durch die Nieren nimmt, das ist eine 
noch nicht vollstandig geklarte Frage. Die vielen voneinander 
abweichenden Resultate, besonders die der neueren Zeit, ver- 
anlassen immer wieder die Arbeit aufzunehmen zur definitiven 
Entscheidung. Die Literatur mége bei Wolter nachgelesen 
werden. 


Diese bis jetzt ganz einzeln dastehenden Berichte veranlaBten 
mich, ahnliche Versuche anzustellen. Mir kam es besonders 
darauf an, Harne von Pflanzenfressern bei eisenreicherer Fiitte- 
rung zu untersuchen. Diese Versuche wurden ausgefiihrt mit 
Hunden, Schweinen und Hammeln. 


1. 


Hundeharn bei gewéhnlicher, eisenarmer und eisen- 
reicher Kost. 


Derselbe Hund, der nach Tabelle I bei 6tagiger Fiitterung 
mit je 500 g Hundekuchen pro die 0,32 mg Fe und pro kg 
Harn 1,10 mg Fe ausschied, wurde im Anschlu8 daran zu drei 
weiteren Versuchsreihen benutzt. Wahrend der ersten von 
diesen Perioden erhielt er eine eisenarme Nahrung, namlich 
500 g WeiBbrot, darauf in der zweiten Periode eine tagliche 
Zulage von 100 g wasserléslichen Blutmehls (== 230 mg Fe) 
und in der letzten Periode eine reine Fleischkost in Form von 
500 g Pferdefleisch. Vor jeder Periode liegen 6 Tage Vor- 
fiitterung. Der ganze Versuch gibt in schematischer Anordnung 
folgendes Bild: 


Nach Tabelle I 
bei Fiitterung mit 500 g Hundekuchen 
pro die. . . 0,32 mg Fe, 
prokg Haml,l0 , ,, 
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Tabelle XII. 
Tagl. Futter: 500 g WeiBbrot. 








24std. Harn prodie pro kg Harn 
Datum . mg Fe mg Fe 
1910 ati 
4. XI. 323 \ . 
6. XI. 148 g 0,096 0,40 
6 XI. 60 " 
7.XL. 173 j «(0,168 1,44 
a as 70 " 
9. XI. 185 j 9,198 1,53 

Durchschnitt: 


pro die. . . 0,154 mg Fe, 
pro kg Harn 1,04 , , 


Tabelle XIII. 
Tagl. Futter: 500 g WeiSbrot und 100 g Blutmehl 
(= 230 mg Fe). 











24std. Harn pro die pro kg Harn 
Doom g mg Fe | mg Fe 
ot (hi eos, - 
17. IX. 320 ’ 
18. IX. 369 «= g,_—«(56 1,628 
ag 429 |} (0028 1,498 
3 =. ene 1,769 
Durchschnitt: 
pro die. . . 0,588 mg Fe, 


pro kg Harn 1,63 


”n ” 


Tabelle XIV. 


Tagl. Futter: 500 g Pferdefleisch. 








Beton ae Harn ser = 
~ 1910 serene ied 
we | ge} on 
3X. 306} (OT 
sx. | 305 } %8 
Durchschnitt: 
pro die. . . 0,593 mg Fe, 


pro kg Harn 1,54 , , 


pro kg Harn 
mg Fe 


1,30 
2,09 
1,23 
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Daraus geht hervor, da8 bei einer eisenreicheren Er- 
nahrung durch Zulage von Blutmehl oder Fleischfiitterung 
allein mehr Eisen in der taglichen Harnmenge ausgeschieden 
wurde als bei der Brotkost und sogar bei dem gemischten 
Futter des Hundekuchens. Bei dieser Betrachtung darf man 
aber die Harnmengen nicht aufSer acht lassen. Deutlich ist 
ersichtlich, daB der Eisengehalt fallt oder steigt mit der Menge 
des ausgeschiedenen Harnes. Bei diesem Vergleich schrumpfen 
die Zahlen etwas mehr zusammen: 


1 kg Harn der Hundekuchenfiitterung — 1,10 mg Fe, 


2 Ps » Brotfiitterung ...=—1,04 , , 
i” ae , Brot-Blutmehifiitterung— 1,63 ,,__,, 
Ra <« » Fleischfiitterung. . . =1,54 ,, ,, 
ris P ,» Hundekuchenfiitterung — 1,423,, _,, 


desselb. Hundes nach Tab. II. 


Immerhin scheint eine kleine Steigerung des Harneisens bei 
eisenreicherer Ernaihrung eingetreten zu sein. Jedoch muB ich 
bemerken, da8 ich einen Vergleich mit der Brotfiitterung nicht 
fiir ganz einwandfrei halte, weil Hunde dabei stets erkranken. 
Es tritt Durchfall ein; die tagliche, sonst 300 bis 400 g be- 
tragende Harnmenge sinkt auf 60 bis 70g pro die herab. Die 
Tatsache, da8 ein Hund, der sich im Stickstoffgleichgewicht 
befindet, bei Ubergang von Fleischkost zu Brotkost eine ver- 
minderte Harnmenge liefert, ist schon vor vielen Jahrzehnten 
von Voit festgestellt worden. Unter Beriicksichtigung solcher 
geradezu unnormalen Verhiltnisse gestatte ich mir noch keine 
weiteren Schliisse aus obigen Zahlen zu ziehen. — Aus diesem 
Grunde machte ich mit demselben Tiere einige Zeit spater einen 
weiteren Versuch. Ich legte einem taglichen Grundfutter von 
500 g Hundekuchen dieselbe Eisenmenge wie vorhin als Blut- 
meh] diesmal in konzentrierterer Form zu, namlich 230 mg Fe 
als 7,9 g Eisensaccharat, in der Absicht, durch diese Zulage die 
Harnproduktion weniger zu beeinflussen. Die ersten 4 Tage 
der Hundekuchenfiitterung wurden als Vorfiitterung betrachtet, 
die nachsten 4 Tagesportionen wurden analysiert und ergaben, wie 
schon im vorigen Kapitel angefiihrt ist, folgenden Durchschnitt: 


Nach Tabelle II 
pro die . . 0,345 mg Fe, 
pro kg Harn 1,423 ,, ,, 
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Wahrend der 8tagigen Eisenfiitterung kontrollierte ich ohne 
Vorfiitterung gleich vom ersten Tage an die Eisenausscheidung 
im Harn, um ev. jede Steigerung wahrzunehmen. Ich kam zu 
folgenden Zahlen: 














Tabelle XV. 
Tagl. Futter: 500 g Hundekuchen und 7,9 g Eisensaccharat (— 230 mg Fe). 
‘Q4std. Harn . peo die | sto hg Harn 
Datum | Spez. Gew. mg Fe | mg Fe 
191 | | 
18. L. 233 1,049 0,510 2,575 
19. I. 238 1,039 | 0,340 1,428 
20. I. 190 1,050 0,290 1,526 
21.1. 258 1,042 | 0,347 1,344 
22. I. 183 1,045 | 0,293 1,601 
23. I. 284 1,032 0,370 1,302 
24. I. 260 1,040 | 0,320 1,230 
25. I. 287 1,030 | 0,640 2,229 
Durchschnitt: 
pro die . . 0,388 mg Fe, 


pro kg Harn 1,654 ,, ,, 


Demnach betrigt die Mehrausscheidung an Eisen wahrend 
der Eisensaccharatfiitterung durchschnittlich */,,, mg pro die 
und */,,, mg pro kg Harn. Ich bin weit davon entfernt, 
hieraus eine Steigerung des Harneisens konstatieren zu wollen. 


2. 


Schweineharn bei gewéhnlicher und eisenreicher 
Fiitterung. 

An die Grundfutterperiode des im vorigen Abschnitt ge- 
schilderten Schweineversuchs schlossen sich zwei weitere Versuchs- 
reihen an, eine mit Zulage von stark eisenhaltigem Thomasmehl 
und eine andere mit Zulage von 150 g wasserléslichen Blutmehls 
(== 345 mg Fe). Jede Periode umfaBte 10 Tage. Der Thomas- 
mehlperiode ging wie sonst eine 5tagige Vorfiitterung voraus, 
die nicht kontrolliert wurde. Dagegen analysierte ich die dem 
eigentlichen Blutmehlversuch vorangehenden ersten 6 Tage der 
sonst iiblichen Vorfiitterung in der Erwartung eines etwaigen 
Ansteigens des Harneisens. Zum Vergleich fiihre ich nochmals 
das Resultat der Grundfutterperiode an: 
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Tabelle IV. 
Tagl. Futter: 700 g Kartoffelfiocken, 
250 g Maisschlempe, 
50 g Kleber, 
4200 g Wasser. 
pro die . . 4,4 mg Fe, 
pro kg Harn 1,30 ,, ,, 


Tabelle XVI. 
Tagl. Futter: Grundfutter wie Tab. IV und Thomasmehl. 

















Datum pr Harn | = ~ Se 
ass GRRE BeeOee Sen 
‘ VIL 8250 D 2,9 0,84 
6. VII. 3320 } 3,5 0,96 
10. VIL. 2700 D 3,55 1,29 
Durchschnitt: 


pro die . . 3,6 mg Fe, 
pro kg Harn 1,07 ,, ,, 


Tabelle XVII. 
Tagl. Futter: Grundfutter wie Tab. IV und 150 g Blutmehl 
(== 345 mg Fe). 























24std. Harn | die | pro kg Harn 
Detum = Fe \P m Fe 
o 8 
1910 } 
11. VII. 1930 2,58 | 1,34 
12. VII. 5600 4,18 0,75 
13. VIL. 3210 2,25 0,70 
14. VII. 3910 — — 
15. VII. 3780 3,47 0,92 
16. VII. 4130 5,41 1,31 
17. VIL. 5350 5,47 1,02 
18. VII. 4440 5,15 1,16 
. 19. VIL. 3440 2,89 0,81 
) 20. VII. 1330 1,17 0,95 
| 21. VII. 4460 4,18 0,94 
i 22. VII. 3480 3,09 0,89 
23. VII. 1730 2,12 1,23 
24. VII. 4710 6,72 1,43 
25. VII. 3600 4,44 1,23 
26. VIL. 3380 | 3,28 0,97 
Durchschnitt der letzten 10 Tage: 
pro die .. 3,9 mg Fe, 
pro kg Harn 1,08 ,, ,, 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 16 


ae Sa 


¢ 
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Hieraus ist deutlich ersichtlich, daB weder das anorganische 
Eisen des Thomasmehls noch das organische des Blutmehls eine 
héhere Eisenausscheidung im Harn zur Folge hatte. 


4 
Hammelharn bei eisenreicher Ernahrung. 

Um weiter einen etwaigen Einflu8 des Blutmehls auf das 
Harneisen festzustellen, bekam ein Hammel im Anschlu8 an 
die nach Tabelle VIII erwaihnte Heuperiode zu dem gleichen 
Grundfutter noch 150g Blutmehl zugelegt. Zur besseren Uber- 
sicht wiederhole ich die Durchschnittszahlen: 


Tabelle VIII. 


Tagl. Futter: 
800 g Heu = 648,7 g Trockensubstanz — 123,36 mg Fe, 
8 g Kochsalz ni 
pro die .. 0,83 mg Fe, 
pro kg Harn 0,73 ,, ,, 
Tabelle XVIII. 
Tagl. Futter: 
800 g Heu = 648,7 g Trockensubstanz — 123,36 mg Fe, 
8 g Kochsalz pe 
150 g wasserlésliches Blutmehl Ul ee 


468,36 mg Fe. 
Keine Vorfiitterung. 





pro die pro kg Harn 








Datum etd. Hern | Spez. Gew. | mg Fe | mg Fe 
~~ 1910 = —— —— —_— q = —_—- —— ———$——$——————$ 
10. XI. 1125 1032 | 053 #+| ~&#& 0,47 
11.XL 1545 1,030 104 | 067 
12. XI. 1545 1,030 1,19 0,77 
13. XL 1331 1,031 0,87 0.65 
14. XL. 1793 1,022 | 
15. XI. 1542 1,030 } 0,64 | 0,32 
16. XI. 1560 1,030 
17. XI. 1680 1,022 y 0,87 0,54 
18. XI. 1743 1,028 
19. XI. 1209 1,040 D 1,48 1,00 
Durchschnitt: 
pro die .. 0,96 mg Fe, 


pro kg Harn 0,63 ,, ,, 
Wiederum ist genau so wie bei dem analogen Blutmehl- 
versuch am Schwein kein héherer Eisengehalt im Harn wahr- 
genommen worden. Demnach ist von dem immerhin reich- 
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lichen Eisengehalt der Nahrung nicht die geringste Spur im 
Harn erschienen. Bemerken méchte ich noch, da8 das Blut- 
meh! im allgemeinen als gut verdaulich gilt (nach O. Kellners 
Lehrbuch, 8. 393: bis 92°/, verdauliches Rohprotein). 

Zur Klarung dieser so viel bestrittenen Frage stellte ich 
2 ahnliche Versuche an mit 2 Hammeln, die beide zuerst dasselbe 
Grundfutter erhielten, dann der eine Eisenzucker, derandere Hamol 
als Zulage. Durch beide Eisenpraiparate wurde in wesentlich 
konzentrierterer Form dieselbe Eisenmenge verabreicht, wie bei 
dem vorigen Versuch mit 150 g Blutmehl, namlich 345 mg Fe. 
Um den Verbleib des Eisens zu kontrollieren, sammelte ich 
auch den Kot. Jede Periode hatte 5 Tage Vorfiitterung. 


Versuch mit Eisenzucker. 














a. 
Tabelle XIX. 
Hammel I; Lebendgewicht 33 kg. 
Tagl. Futter: 

250 g Reis (86,5°/, Trockensubstanz) = 2,6 mg Fe, 

100 g ErdnuBkuchen (89,12°/, Trockensubst.) = 82,2 ,,  ,, 

400 g Stroh (85,30°/, Trockensubstanz) = SBS 1 » 

2 g Kochsalz — 
Trinkwasser = 
~~ 120,1 mg Fe.” 
Tagl. Harn: 
Datum Séetd. Hose | Spez. Gew. | ond = “> _— 
1911 { 
1. VI. 5555 | 1,045 0,468 0,843 
2. VI. 444,7 1,045 0,260 0,585 
3. VIL. 412,7 1,050 | 0,260 0,630 
4, VI. 598,0 1,043 0,208 0,347 
6, VI. 546,2 1,044 0,322 | 0,590 
Durchschnitt: 
pro die . . 0,30 mg Fe, 


pro kg Harn 0,59 ,,_ ,, 
Tagl. Kot durchschnittlich: 
567,68 g — 222,93 g Trockensubstanz — 118,4 mg Fe, 
Tagl. Eiseneinnahme 120,1 mg Fe 
Tagl. Eisenausscheidung: 
durch den Kot 118,4 mg Fe, 
* » Harn GP i» 
118,7 mg Fe, 
118,7 »» » 
Ausniitzung: 1,4 mg Fe. 
16* 
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b 


Tabelle XX. 
Hammel I; Lebendgewicht 33,5 kg. 
Tagl. Futter: 

















wie in Tabelle XIX angegeben = 120,1 mg Fe, 

mit Zulage von 9,923 g Eisenzucker = 345,0 ,,_,, 

465,1 mg Fe. 

Tagl. Harn: 
24std. Harn pro die | pro kg Harn | 

Datum . | Spez. Gew mg Fe | mg Fe 
e. ee? ete 4 i 
11. VI. 461,2 1,050 0,364 0,790 
12. VI. 487,2 1,048 0,364 | 0,750 
13. VI. 601,5 1,044 0,468 | 0,879 
14. VI. 492,7 1,050 0,260 0,328 
15. VI. 483,7 1,052 0,260 | 0,575 





Durchschnitt: 
pro die .. 0,34 mg Fe, 
pro kg Harn 0,67 ,, 5s 
Tagl. Kot durchschnittlich: 
501,52 g — 216,45 g Trockensubstanz — 460,1 mg Fe, 
Tagl. Eiseneinnahme 465,1 mg Fe 
Tagl. Eisenausscheidung: 
durch den Kot 460,1 mg Fe, 
bad ” Harn 0,34 %° ” 
460,44 mg Fe 
460,44 ” ” 


Ausniitzung: 4,66 mg Fe. 





Versuch mit Hamol. 
a. 
Tabelle XXI. 
Hammel II; Lebendgewicht 35 kg. 




















Tagl. Futter: 
Dasselbe wie in Tab. XIX angegeben — 120,1 mg Fe. 
Tagl. Harn: 
24std. Harn | pro die pro kg Harn 
Datum | Spez. Gew. mg Fe mg Fe 
1911 a 
1. VI. 571,0 1,043 0,572 1,000 
2. VI. 392,6 | 1,050 0,416 1,061 
3. VI. 457,1 1,048 0,598 1,310 
4. VI. 4305 | 1,046 0,442 0,921 
5. VI. 910,6 | 1,030 -— _ 
Durchschnitt: ; 


pro die . . 0,50 mg Fe, 
pro kg Harn 1,07 ;,  » 





iain 


by 
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Tagl. Kot durchschnittlich: 
576,26 g = 210,33 g Trockensubstanz = 119,15 mg Fe, 
Tagl. Eiseneinnahme 120,1 mg Fe 
Tagl. Eisenausscheidung 
durch den Kot 119,15 mg Fe, 
*” » Harn OBO» » 


119,65 mg Fe 





AIO 66 x 
Ausniitzung: 0,45 mg Fe. 





b 


Tabelle XXII. 
Hammel il; Lebendgewicht 35 kg. 

















Tagl. Futter: 
wie bei a. = 120,1 mg Fe, 
mit einer Zulage von 9,349 g Himol = 345,0 ,, ,, 
465,1 mg Fe, 
Tagl. Harn: 
—— 24std. Harn | Spez. Gew. pro die | pro kg Harn 
g mg Fe mg Fe 
1911 
11. VI. 1028,6 1,025 0,634 0,616 
12. VI. 513,6 1,042 0,530 1,032 
13. VI. 637,5 1,042 0,593 0,931 
14. VI. 545,1 1,049 0,364 0,640 
15. VI. 703,6 1,035 — _ 
Durchschnitt: 
pro die .. 0,53 mg Fe, 


pro kg Harn 0,80 ,, _ ,, 
Tagl. Kot durchschnittlich: 
474,36 g = 208,44 g Trockensubstanz = 458,33 mg Fe, 
Tiagl. Eiseneinnahme 465,1 mg Fe 
Tagl. Eisenausscheidung: 
durch den Kot 458,33 mg Fe, 
* » Harn | a 


458,86 mg Fe 





458,86 ” ” 
Ausniitzung: 6,24 mg Fe. 





Aus beiden Versuchen ist deutlich zu erkennen, daB keine 
erhéhte Ausscheidung an Harneisen stattgefunden hat, da8 viel- 
mehr fast simtliches Eisen der zugefiihrten Nahrung durch den 
Darm ausgeschieden ist. Daraus darf man jedoch nicht den 
SchluB ziehen, daB von dem zugefihrten Eisen iiberhaupt nichts 
resorbiert worden ist. Bei dem Hiamolversuch diirfte eine 
quantitative Trennung des organisch gebundenen Hamatin-Eisens 
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im Kot vom gewoéhnlichen Koteisen weitere Aufschliisse geben, 
woriiber ich demnichst besonders berichten werde. 


Meine simtlichen Versuche mit eisenreicherer Ernahrung, 
ausgefiihrt an Hund, Schwein und Hammel, beantworten die 
eingangs dieses Abschnitts aufgeworfene Frage dahin, daB keine 
Vermehrung des Eisengehalts im Harn stattfindet durch per os 
verabreichtes Eisen. 


Uber die Verbindungsform des Harneisens. 

Solange man von dem Harneisen spricht, behauptet man, 
es sei eine organische Verbindung. Jedoch ist dies immer nur eine 
Annahme, gestiitzt auf die eine Tatsache, daB gewéhnlicher Harn 
die bekannten Eisenreaktionen nicht gibt. Hueck und Wolter 
unterschieden sogar zwei organische Verbindungen des Harneisens, 
namlich das fest gebundene und das locker gebundene Harneisen. 

Auch ich wollte iiber diese scheinbar verschiedenen Ver- 
bindungsformen des Harneisens speziell bei Pflanzenfressern 
arbeiten. Bei Einsicht der diesbeziiglichen Literatur fand ich 
in Wolters Arbeit einen Hinweis auf den kolloidalen Zustand 
des Harneisens. Wolter hatte auf Anregung von Herrn Professor 
Kobert dialysierten und nicht dialysierten Hundeharn unter- 
sucht und dabei stets den gleichen Eisengehalt festgestellt. 
Es war somit der Beweis geliefert, daB das Eisen des Hunde- 
harns durch 24stiindige Dialyse nicht verloren ging, also in 
kolloidaler Form vorhanden war. Dieses Resultat lehnt sich eng 
an das von Zickgraf unter Kobert ausgefiihrte Experiment der 
Eisenfallung mit Eiwei8 an, und zwar insofern, als man diese 
Tatsache nicht anders als durch die GesetzmaBigkeit von der gegen- 
seitigen Fallung entgegengesetzt geladener Sole erkliren kann. 

Vor der weiteren Bearbeitung dieses angedeuteten Weges 
beschiaftigte ich mich zuniachst mit den hier interessierenden 
wichtigsten Punkten der Kolloidchemie. Nach den grund- 
legenden Arbeiten von Graham') aus dem Jahre 1861 
unterscheidet man Krystalloide und Kolloide; Krystalloide als 
krystallinische, echte Lésungen bildende und in geléstem Zu- 
stande leicht diffundierende Stoffe, Kolloide als amorphe Stoffe 
mit feinster Verteilung, Stoffe, die von Fliissigkeiten nicht 


1) W. Ostwald, Grundri® der allgemeinen Chemie, 8. 548, 1909. 
— V. Péschl, Einfiihrung in die Kolloidchemie, 1910. 
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direkt gelést werden im Sinne einer echten Lésung, sondern 
nur zu einer Pseudolésung aufgenommen werden, einer kolloiden 
Lésung, mit Wasser Hydrosol genannt. Diese Sole besitzen 
im Gegensatz zu den echten Lésungen ein duBerst geringes 
Diffusionsvermégen. Kolloide Lésungen begegnen uns in der 
Natur alltaglich als Milch, Blut, Speichel, Emulsionen und EiweiB- 
lésungen jeder Art. Wir kénnen sie auch selbst leicht darstellen. 
Riihren wir eine Portion gewdhnlicher Ackererde mit Wasser 
an und filtrieren, so flieBt eine braune, die kolloiden Humusstoffe 
in feiner Verteilung enthaltende Fliissigkeit ab. Lassen wir zu un- 
gefabr 1 1 siedenden Wassers verdiinnte Eisenchloridlésung tropfen- 
weise zuflieBen, so erhalten wir nach Debray') das dunkelbraune 
Hydrosol des Eisenhydroxyds. Diese kiinstliche Darstellungsweise 
zeigt uns, wie leicht krystallinische Eisenverbindungen in groéBeren 
warmen Fliissigkeitsmengen kolloides Ferrihydrat bilden. 

Die Sole bezeichnet man im allgemeinen als_ kolloide 
heterogene Gebilde oder dispers heterogene Systeme. Die eine 
Phase vergegenwartigt uns das Lésungsmittel als Dispersions- 
mittel, die andere, der fein verteilte Stoff, als disperse Phase. 
Letztere kann elektrisch positiv oder negativ geladen sein, je 
nach dem Lésungsmittel und sonstigen obwaltenden Umstanden. 
So ist uns ein Mittel in die Hand gegeben, durch nicht allzu 
schwache elektrische Stréme aus den Solen die disperse Phase 
zu isolieren, vorausgesetzt, daB nicht irgendwelche organischen 
Stoffe dabei hinderlich wirken. Auf die iiblichen chemischen 
Agenzien reagieren die Solen nicht. Man muB sich vielmehr 
mechanischer Effekte bedienen, um das eigentliche Kolloid aus 
seiner Pseudolésung in unléslicher Form abzuscheiden — ent- 
weder durch Warmezufuhr oder durch gesteigerte Konzentration, 
am besten durch Zusatz von Elektrolyten. Der auf diese 
Weise abgeschiedene Stoff hei8t jetzt nicht mehr Sol sondern 
Gel, der Vorgang der Gelbildung Ausfallung, Ausflockung, 
Koagulation oder auch Pektisation. Der Elektrolytzusatz wirkt 
scheinbar zufolge der groBen Oberflichenentwicklung disperser 
Gebilde auf diese adsorbierend und hebt ihre Molekularbewegung 
auf, worauf die Teilchen sich zusammenlagern und ausfallen. 
Je nachdem der suspendierte Stoff positiv oder negativ ge- 


1) Zitiert bei Sved berg, Die Methoden zur Herstellung kolloidaler 
Lésungen. 
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laden ist, kommen bei der Ausflockung das Anion oder Kat- 
ion des Elektrolyten, und zwar immer das entgegengesetzte Ion 
in Betracht. Mit ihrer Wertigkeit steigt auch ihr molekulares 
Fallungsvermégen. Zur Ausflockung ist stets eine bestimmte 
Minimalkonzentration erforderlich, als ,,Schwellenwert’ be- 
zeichnet. Bekannte Fillungsmittel fiir kolloides Ferrihydrat 
sind z. B. Chlorbarium, Chlorcalcium, Kaliumsulfat, Kalium- 
dichromat und in geringem Grade auch Schwefelammon. — Die 
so gewonnenen Gele teilt man nun wieder in solche ein, die 
nach dem Eintrocknen mit Wasser wiederum Sole bilden — 
reversible, und in die nach dem Eintrocknen unldésliche — irrever- 
sible. Zu ersteren gehéren vorzugsweise die organischen Kolloide, 
zu letzteren mit wenigen Ausnahmen die anorganischen. — Sind 
in einer Fliissigkeit organische und anorganische Kolloide 
suspendiert, so wirkt das organische auf das anorganische um- 
hiillend und hei®t dann Schutzkolloid. — Entgegengesetzt 
geladene Sole fallen sich gegenseitig aus. 

Ist nun das Harneisen der Tiere und des Menschen 
auch kolloidal? Diese Frage bestatigten mir zahlreiche iiber- 
einstimmende Veraschungsanalysen von dialysierten und nicht 
dialysierten Harnen. 


Nach 24stiind. Ohne 
Dialyse Dialyse 
In 11 Menschenharn 0,27 mg Fe 0,27 mg Fe 
a - ds can Om » - 
» 500g Schweineharn ot 134 . 
» 6462 ‘ ieee = 
» 4462 ” ..« GH. « 
” 766 g ” 1,03 ” ” 1,03 ” ” 
» 19¢g - 7 Se ew  « 
,, 537 g Hammelharn 106 ,, » 0,93 » w» 
» 518¢ a | See - - 
99 502 g ” 0,35 ” 0,28 2 
9 633 g ” 1,22 ” 9 1,28 ” 
99 582 g ” 0,68 ” ” 0,71 ”» 
9 676 g 9” 1,26 ”» ” 1,25 > 
», 500g Ochsenharn en ae 
» 500g ‘ a ~. & aa 
,, 555.5 g Ziegenharn Sea. ~~ Gee w 
» 497,5¢ i ae a os 
2 522 g Pferdeharn 0,27 » or) 0,27 _.: of 


”” 522 g£ ” 0,43 ” ” 0,43 ” ” 
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Danach diirfte wohl kein Zweife) mehr obwalten iiber den 
kolloidalen Zustand des gesamten Harneisens. 

Da nun Kolloide nicht nach den gewéhnlichen chemischen 
gewichtsanalytischen Fallungsmethoden quantitativ zu bestimmen 
sind, so kann auch nicht das kolloidale Harneisen oder 
ein bestimmter Teil desselben mit Schwefelammon quanti- 
tativ ausgefalit werden. In praxi erhalt man jedoch beim 
Erhitzen des ammoniakalischen Harns mit Schwefelammon 
einen eisenhaltigen Niederschlag, falls die Eisenmenge nicht 
alizu gering ist. Das darf aber durchaus nicht verwundern 
einmal in Anbetracht der Feststellung Magniers aus dem 
Jahre 1874 tber den Eisengehalt des durch Ammoniak er- 
zeugten Niederschlages im Harn und zweitens unter Beriick- 
sichtigung der kolloidchemischen Natur des gesamten Harn- 
eisens. Wie schon vorhin gesagt, wirkt auch Schwefelammon 
als Elektrolyt in gewissem Grade ausfillend. Ich selbst erhitzte 
einige Zeit Hammelharn ohne Ammoniak und Schwefelammon 
und fand in dem Niederschlag des triiben Harnes ebenfalls 
Eisen. Auch diese Tatsache erscheint ganz natiirlich, da doch 
Kolloide allein durch Warmezufuhr oder Konzentration aus 
ihren Lésungen abgeschieden werden. AuSerdem sind kolloid- 
fallende Elektrolyte an und fiir sich schon im Harn als 
Calcium-, Magnesium- und Ammonsalze vorhanden. Otto 
Rosenbach weist in seiner Dissertation (Géttingen 1909) 
darauf hin, ,,da8 die fallende Wirkung des undialysierten Urins 
auf Elektrolytwirkung beruht‘‘ (mit kiinstlich zugesetzter Gold- 
lésung konstatiert). Nach allen diesen Erwagungen erscheint 
ein teilweiser Ausfall des kolloiden Eisens im Harn beim Er- 
warmen fiir sich oder auch mit Ammoniak und Schwefelammon 
durchaus natiirlich. In Anbetracht des kolloidalen Zustandes 
ist eine quantitative Umsetzung im Sinne der Gleichung 
Fe— +-(NH,),S= FeS -+-(NH,),— ganzlich ausgeschlossen. Viel- 
mehr wird der teilweise Ausfall des Eisens durch physikalische 
Effekte bedingt, wie schon gesagt, durch die Erwarmung, 
Konzentration oder auch durch die natiirlichen Elektrolyte des 
Harns. Es ist somit keineswegs berechtigt, aus dem beim Er- 
warmen des Harns mit Ammoniak und Schwefelammon ent- 
standenen Eisenniederschlag auf eine besondere Verbindungs- 
form zu schlieBen, wie dies bei der Definition des ,,locker ge- 
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bundenen Harneisens‘‘ geschehen ist. Locker gebundenes oder 
richtiger durch Schwefelammon direkt fallbares Eisen wird wohl 
in allen Fallen gefunden werden, wo durch Krankheiten die 
Harneisenmenge betrachtlich gesteigert ist. Vielleicht diirften 
zahlreiche Bestimmungen des Gesamtharneisens, wie sie neben 
dem locker gebundenen bisher nur von Giemsa gemach 
worden sind, die nétigen Aufschliisse geben. — Auch ist ein rein 
mechanisches NiederreiBen von seiten der durch Schwefelammon 
ausfallenden Phosphate nicht ausgeschlossen. Diese Annahme 
wird wiederum durch den schon angefiihrten Versuch Magniers 
bestatigt; er fand im Bleiacetatniederschlag den gréBten Teil des 
Harneisens. Vom kolloidchemischen Standpunkte ist das Aus- 
fallen des Harneisens durch klirend wirkende Stoffe um so mehr 
zu erkliren, desto gréBer die zwischen dem Harneisenkolloid und 
den anderen Kolloiden des Harnes, z. B. EiweiB [Lang- 
Heinrich’), Mérner?), Pribram*)]; Harnmucoid [Pribram‘*)]}; 
Nucleinséure [Mérner*), Sasaki*)]; Chondroitinschwefelsiure 
[Sasaki*), Pons*)]; Taurocholséure [Mérner*)], obwaltenden 
Beziehungen sind. Diese diirften bei den einzelnen Harnen 
mannigfache Verschiedenheit zeigen. 

Um nun das kolloidale Harneisen durch Elektrolyte 
méglichst vollstandig auszufillen, versetzte ich den betreffenden 
Harn (ca. 500 g) mit 5,0 g reinen eisenfreien Chiorcalciums, in 
wenig destilliertem Wasser gelést, erwirmte ca. */, Stunde lang 
auf dem Wasserbade und filtrierte dann durch ein aschefreies 
Filter von dem sehr viel Calciumcarbonat enthaltenden Nieder- 
schlag ab (infolge des in Ammoniumcarbonat umgelagerten 
Harnstoffs). Dieser Niederschlag wurde mit heiSem destilliertem 
Wasser griindlich ausgewaschen, bei 100° getrocknet, dann im 
Porzellantiegel schwach gegliiht und schlieBlich im Becherglas 
mit ca. 20 ccm verdiinnter Salzsiure und ca. 50 com Wasser un- 
gefahr */, Stunde lang auf dem Wasserbade digeriert. Darauf 
filtrierte ich von der Kohle ab, wusch gut mit heiSem Wasser 

1) Otto Lang Heinrich, Uber das normale Harneiwei8. Naturf.- 
Ges. Rostock 1910. 

2) Mérner, Skandinav. Arch. f. Physiol. 6, 332, 1895. 

8) Pribram, Arch. f. klin. Med. 102, 484, 1911. 


4) K. Sasaki, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 386, 1907. 
5) Pons, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 9, 392, 1907, 
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aus und oxydierte das farblose Filtrat mit etwas Kalium- 
permanganatlésung. Durch '/,stiindiges langsames Kochen wurde 
jede Spur freien Chlors entfernt und dann die erkaltete Fliissig- 
keit direkt zur jodometrischen Titration verwandt. Eine voll- 
standige Veraschung des Filterriickstandes im Rundkolben mit 
Schwefelséure und Salpetersiure brachten mich zu den gleichen 
Resultaten. Durch diese Fallung mit Chlorcalcium gewann ich 
das Harneisen in folgenden Fallen quantitativ: 


Durch Durch Chlor- 

Veraschung calciumfallung 

220 g Hundeharn 0,24 mg Fe 0,24 mg Fe 
330 g ” | ee a 
344 g - 7 0,561,, ,, 
207,5 g a 0.629.. » OG, « 
363 g as =~ J 
840 g Schweineharn ee 0,88 ,, ,, 
627 g a Oe is xe oe 
719 g am. » ct ee 
379 g Hammelharn a > 
500 g Ochsenharn | 7a 0.037 .. os 
500 g Menschenharn a eae 8 ea 
500 g oa 0,005 ,, ,, 0,095 ,, ,, 


Auch mit einem anderen Kolloidfaillungsmittel, namlich 
mit 5g Alaun, gewann ich das Harneisen im Niederschlag. 
Alaun schien mir besonders bei Hammelharn geeigneter. Leider 
war es sehr schwierig, ein vollig eisenfreies Praparat zu be- 
schaffen; jedoch war es méglich, und die Versuche konnten 
durchaus einwandfrei durchgefiihrt werden. Die Methodik 
war dieselbe wie bei der Fallung mit Chlorcalcium. Ebenso 
wie dort wurden auch hier blinde Versuche angestellt und in 
Abzug gebracht. Ich fihre folgende genaue Resultate an: 


Durch Durch Fallang 
Veraschung mit Alaun 
789 g Schweineharn 1,39 mg Fe 1,39 mg Fe 
682 g at - « ge 
656 g 99 1,39 ”» » 1,30 ”» » 
613 g Hammelharn 1,29 ,, _,, 1,37 ,, » 
583 g “s Ge w-« OS «>a 
630 g ”? 1,19 ” 2” 1,37 ” ” 


Doch ich muB gestehen, da8 ich von meinen weiteren un- 
zahligen Analysen viele weit nicht so gut stimmende Resultate 

















238 M. Reich: 





erhielt, wonach also nicht das gesamte Harneisen ausgefallt war, 
wohl aber der gréBte Teil desselben. Und das darf bei Anwesenheit 
so vieler organischer Stoffe durchaus nicht befremden. Die orga- 
nischen Kolloide des Harns fungieren als Schutzkolloide und wirken 
mehr oder weniger bei der Fallung des Eisens hinderlich. 

Immerhin aber konnte ich mit dieser Fallungsmethode 
Versuche iiber die Léslichkeit der Harneisenverbindung anstellen. 
Um ihre Zersetzung zu verhiiten, vermied ich bei diesen Unter- 
suchungen jede héhere Temperatur. Das Ausfallen mit 5g 
Chlorcalcium geschah auf dem Wasserbade, das Trocknen des 
auf aschefreiem Filter gesammelten Niederschlages bei nur 60°. 
Diesen vorsichtig getrockneten Niederschlag digerierte ich nun 
nach und nach mit den verschiedensten Lésungsmitteln je 
/, Stunde lang auf dem siedenden Wasserbade, und zwar zu- 
nachst mit Alkohol, dann mit Ather, mit destilliertem Wasser, 
mit physiologischer Kochsalzlésung und schlieBlich mit 11°/, 
Kochsalzlésung. Die einzelnen Ausziige wurden eingedunstet 
und die Trockenriickstinde (beim Atherauszug gleich Null) ver- 
ascht. Die Gliihriicksténde erwiesen sich als vollstandig eisen- 
frei. Folglich muBte trotz dieser vielseitigen Behandlung das 
Harneisen sich noch im Filterriickstand befinden. Ich nahm 
ihn mit wenig verdiinnter eisenfreier Salzsaure auf, filtrierte, 
wusch mit heiBem destilliertem Wasser nach und bekam im 
Filtrat intensive Ferrireaktionen mit Rhodanammon und 
Kaliumferrocyanid. Ferrosalz war nicht nachweisbar. Die 
Wiederholungen dieses Experimentes brachten mich stets zu 
den gleichen Resultaten. Sie wurden ausgefiihrt mit Schweine- 
harn, Hammelharn und Hundeharn. 

Die gleichen Versuche stellte ich dann mit Schweine- und 
Hammelharn quantitativ an. Dabei dampfte ich die mit ver- 
diinnter Salzsaure erhaltene, filtrierte Lésung erst in einer Platin- 
schale zur Trockene ein und gliihte iiber dem Geblise zur 
Beseitigung der mitgelisten organischen Substanz. Die weiBe 
Asche léste ich nun in verdiinnter Schwefelsiure und schmolz 
das Ungeldste in der Platinschale mit Kaliumbisulfat aus. Dies 
gab ich mit heiBem Wasser zur schwefelsauren Lésung hinzu, 
oxydierte mit etwas Kaliumpermanganatlésung die erhitzte 
Fliissigkeit bis zur langsam verschwindenden Rotfarbung und 
kochte dann noch */, Stunde lang. Nach dem Erkalten titrierte 
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ich das Eisen jodometrisch, wie vorhin angegeben ist. So oft 
ich diese Versuche machte, erhielt ich dieselben Resultate wie 
bei der entsprechenden totalen Veraschung. Blinde Versuche 
wurden stets gemacht. 

Nach diesen mehrfach gleichen Versuchen halte ich das 
kolloidale Harneisen fiir eine nach dem Fallen mit Chlorcalcium 
und Eintrocknen nur in  verdiinnter Mineralsadure lésliche, 
demnach anorganische Ferriverbindung. Wahrscheinlich handelt 
es sich um kolloidales Ferrihydrat. Fiir seine Bildungsweise 
sind ja die Bedingungen gegeben, naimlich durch die groBe 
Flissigkeitsmenge und die Kérperwirme. 


SchluBergebnis. 

1. Meine simtlichen Untersuchungen mit normalen Tier- 
harnen ergeben einen Eisengehalt von ca. 1 mg Fe in 1 kg 
Harn = 1: 1000000. 

2. Bei eisenreicherer Ernahrung ist keine Steigerung des 
Eisengehaltes im Harn von Hund, Schwein und Hammel wahr- 
zunehmen. 

3. Das Eisen im Harn normaler Tiere und wohl auch des 
normalen Menschen ist eine anorganische Ferriverbindung. 











CaO0-, MgO-, P,O,-Gehalt von Heu und Hafer, nach deren 
Verfiitterung Pferde an Osteomalacie erkrankten. 
Von 
A. Scheunert, A. Schattke und E. Létsch. 


(Aus der physiologisch - chemischen Versuchsstation der tierairztlichen 
Hochschule zu Dresden.) 


(Eingegangen am 5. August 1911.) 


In den Jahren 1909/10 war in einem gréBeren Pferde- 
bestand des sichsischen Erzgebirges die unter dem Namen 
Osteomalacie bekannte Krankkeit in heftiger Weise ausgebrochen. 
Ebenso wie die Rhachitis und die gleichnamige Krankheit des 
Menschen besteht die Osteomalacie der Tiere in einer Salz- 
verarmung, die sich besonders in einem Schwund der Mineral- 
bestandteile der Knochen bemerkbar macht. Die Knochen der 
erkrankten Tiere biiSen ihren Mineralgehalt ein, sie werden 
weich, ja sogar mit dem Messer schneidbar. Die Tiere werden 
anfangs leistungsunfaihig, gehen chronisch lahm und erleiden 
schlieBlich Knochenbriiche usw. 

Man hat als Ursache der Erkrankung eine ungeniigende 
Zufuhr an Kalk und Phosphorsiure, den Hauptbestandteilen 
der Knochensalze, angesehen, und es liegen Analysen ver- 
schiedener Autoren vor, die zeigen, da8 in der Tat in den an 
so erkrankte Tiere gereichten Futtermitteln Mineralsalze in 
ungeniigender Menge enthalten waren’). 

Es war deshalb von groBem Interesse, die in unserem Falle 
zur Verfiitterung gebrachten Sorten von Heu und Hafer zu 
untersuchen. 

In Frage kamen 9 Sorten Heu und 5 Sorten Hafer, die 
uns in Mittelproben zur Verfiigung gestellt wurden und 
deren Gehalt an CaO, MgO, P,O, und Trockensubstanz wir 


‘) Kellner, Die Ernahrung der landwirtschaftl. Nutztiere, 8, 172. 
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ermittelten. AuBerdem wurden zwei Hafer- und zwei Heu- 
proben aus dem Bestande des Instituts, die als normal zu- 
sammengesetzt angesehen werden konnten, zur Kontrolle unter- 
sucht, und ebenso eine aus der Umgebung von Dresden stam- 
mende Haferprobe. 


Methodik. 

Die zu untersuchenden Proben wurden zunichst grob mit der 
Schere (Heu) oder mit der Schrotmiihle (Hafer) zerkleinert und dann 
fein gemahlen. Die fein gemahlenen Proben wurden lufttrocken gemacht 
und in demselben Raume in verschlossenen Flaschen aufbewahrt. 

Zur Bestimmung von CaO und MgO wurden je 10 g Heu oder 
Hafer vorsichtig iiber freier Flamme verascht, in bekannter Weise die 
Asche mit HCl behandelt und aufgenommen und nach Entfernung von 
Phosphorsiure und Eisen (mit der Eisenmethode) in ammoniakalischer 
Lésung mit Ammoniumoxalat Ca abgeschieden. Die Wiagung erfolgte 
wie tiblich als CaO. Im Filtrate wurde das Mg als Ammoniummagnesium- 
phosphat zur Fallung gebracht und nach der Filtration, Veraschen und 
Gliihen als Mg,P,0, gewogen. 

Die Bestimmung der Phosphorsiiure erfolgte in je 5 g Heu oder 
3g Hafer nach dem Neumannschen Verfahren. Nach der Séuregemisch- 
verbrennung wurde das verdiinnte Reaktionsprodukt mit 10°/,iger Mo- 
lybdanlésung bei 70 bis 80° versetzt und der nach kurzem Schiitteln 
kérnige Niederschlag durch Dekantieren gereinigt und saurefrei gewaschen. 
Die Bestimmung erfolgte dann nach Auflésen des phosphormolybdin- 
sauren Ammoniums in "/,-NaOH durch Titration mit "/.-H,SO,. 

Da die Untersuchungen gleichzeitig gutachtlichen Zwecken 
dienen sollten, wurden, um eine méglichste Genauigkeit zu er- 
zielen, stets mehrere stimmende Kontrollanalysen der Berech- 
nung des Mittelwertes zugrunde gelegt. 

Diese Mittelwerte, die auch auf absolute Trockensubstanz 
berechnet worden sind, sind in den folgenden Tabellen zu- 
sammengestellt, wiaihrend die einzelnen Analysenresultate an- 
hangsweise gegeben sind. 

Die die Heuanalysen betreffende Tabelle I zeigt, daB 
simtliche untersuchten Proben einen zum Teil sehr viel nie- 
drigeren Kalkgehalt als das in der Tierarztlichen Hochschule 
verfiitterte und auch von uns untersuchte Heu besaBen. Zieht 
man zum Vergleich noch die beigegebene Tabelle II hinzu, die 
einen Uberblick iiber den durchschnittlichen Gehalt an den 
genannten Mineralbestandteilen in verschiedenen guten Heu- 
arten gibt, so tritt dieser Mindergehalt an Kalk noch deutlicher 
hervor. Danach zeigt auch die von uns untersuchte, als normal 
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angesehene Heuprobe I aus der Hochschule einen verhiltnis- 
maBig geringen Gehalt an Kalk. Der Gehalt der verdichtigen 
Heuproben an Phosphorséure ist ebenfalls etwas geringer, 
als er nach den aus der Literatur zusammengestellten Analysen 
im allgemeinen bei Heuarten normalerweise zu sein pflegt. Doch 
ist der P,O,-Gehalt der verdichtigen Heuproben keinesfalls so 


auffallig gering wie der CaO-Gehalt. 


Auch der Magnesium- 


gehalt ist bei einigen untersuchten Proben vielleicht etwas 
niedrig, keinesfalls aber wesentlich geringer als bei anderen 





























Heuproben. 
Tabelle I. 
In 100g In 100g absolut 
lufttrockenem Heu trockenem Heu 
He - - —— eaten 
. CaO | MgO | P.O, | CaO | MgO | P.O, 
rs =< Hw Dilek ee te oe 
ga: 0,741 | 0,422 | 0,463] nicht ermittelt 
SchléBchen Porschendorf . | 0,724 | 0,423 | 0,498 | 0,796 | 0,465 | 0,547 
i PS rr 0,697 | 0,422 | 0,485 | 0,769 | 0,466 | 0,536 
Thalheim i.E. ..... 0,676 | 0,312 | 0,492 | 0,741 | 0,343 | 0,539 
eS bc ko we ae 0,666 | 0,392 0,459 | 0,733 | 0,431 | 0,505 
CE a 0,598 | 0,323 | 0,376 | 0,660 | 0,356 | 0,415 
Reitzenhain ...... 0,574 | 0,379 | 0,380 | 0,630 | 0,416 | 0,417 
<4 5 Ss are 0,475 0,392 | 0,386 | 0,524 | 0,432 | 0,425 
Hilbersdorf. ...- . 0,409 | 0,286 | 0,554 | 0,452 | 0,316 | 0,612 
Kontrollbestimmg. ausdem j 
Bestande des Instituts I} 0,766 0,362 | 0,413 | 0,839 | 0,397 | 0,453 
Kontrollbestimmg. aus dem 
Bestande des Institutes II} 0,873 | — 0,587 | 1,01 — | 0,677 
Tabelle II. 
Lane 100 Teile trockener 
Substanz enthalten!) 
CaO | MgO | P.O, 
g Pe 
Wiesnheu. ...... 11 | 048 | 05 
Gras, Grummet. ... . 0,83 0,61 0,7 
Wetewelde ....... 1,19 0,54 0,88 
Bestes Marschheu. . . .| 0,85 0,69 0,62 
Salzwiesenheu (Ostsee). .| 1,0 0,33 0,55 
Spiiljauchen - Rieselgras 1,13 0,38 1,1 
RE: 4. se Fw 0,84 0,28 0,32 











Die die Haferanalysen umfassende Tabelle III zeigt 
andererseits, daB die an den erkrankten Pferdebestand ge- 


1) Berechnet nach Klimmer, Veterinirhygiene, 8, 421. 
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fiitterten Haferproben durchweg einen véllig dem aus der 

Dresdner Umgebung und dem in der Tierarztlichen Hochschule 
verfiitterten Hafer gleichwertigen Gehalt an den fraglichen 

Mineralbestandteilen hatten. 


Tabelle IIL. 


In 100 g lufttrockenem In 100g g absolut 








Hafer trockenem Hafer 
Hafer —— 
CaO | MgO | P,O,; CaO | “MgO P,0, 
ei{e;}sef}s;|eée} s 


Verdichtiger Hafer 1. . | 0,149 | 0,277 | 1,048 nicht ermittelt 
2 » IL. .] 0,099 | 0,222 | 0,946 | 0,107 | 0,240 | 1,02 
. » Ill. .| 0,098 | 0,222 | 0,908 | 0,107 | 0,241 0,987 
0° » IV. .| 0,096 | 0,222 | 0,914 | 0,104 | 0,240 | 0,988 
fa »  V. .| 0,080 | 0,224 | 0,872 | 0,087 | 0,244 | 0,950 
Kontrollbestimmg. ausdem | 
Bestande des Instituts I} 0,097 | 0,226 | 0,878 | 0,107 | 0,249 | 0,969 
Kontrollbestimmg. aus dem 
Bestande des Instituts II} 0,09 -— 


Kontrollbestimmung Um- 














0,797 | 0,103, — | 0,914 


! 








gebung von en. .1 0,101 0,229 | 1,008 | 0,110 | 0,249 1,10 
Mittel aus 57 Analysen 
nach E. Wolff (Kénig)| — —_ |j— 0,112 | 0,222 | 0,800 


Wahrend somit dem eingelieferten Hafer eine durchaus 
normale Beschaffenheit beziiglich seines Gehaltes an den frag- 
lichen Mineralbestandceilen zugesprochen werden muB, erweisen 
die ausgefiihrten Heuanalysen, daB die an die an Osteo- 
malacie erkrankten Pferde verfiitterten Heusorten 
































durchweg einen auSerordentlich geringen Kalkgehalt 
besaBen. 
' Analytische Belege. 
a | 10g F Heu ergeben CaO 10 g Heu ergeben Mg,P,0, 
Heu Ana- | Ana-| Ana-| Ana-| Im | Ana-| Ana-| Ana- | Ana- | Im 
lyse I lyse IT lyseIII lyse IV, Mittel | lyse I lyse II lyseIII lyseIV Mittel 
oes lel] e ls | im ei{e;eje|{s g 
Gablenz o eusieece 0,0736 oo7a2| 074s) _ 0,0741 0,1166 0, 1164 — | — /|0,1165 
SchléBchen Porschen- 
; a + + » b+ 8 0,0722 | '0,0726 —_— (0,0724 0,0724}0,1170 0, 1170, 0,1168 0.1163 0,1169 
» Alt-Ch. . . . . . . |0,0700'0,0688/0,0700° (0,0700 0,0697 | 0,1168 00,1164. — — | 0,1166 
| Thalhim..... 0,0684 0,0680 (0,0668 |0,0672_ 0,0676 | 0,0862 0,0868 0,08565 —  0,0862 
Steinbach... .. 0,0672 0,0670 | 0,0662 | 0,0660 0,0666/0,1080 0,1080 0,1078 0,1088 0,1082 
Elterlein ..... 0,0600 | 0,0590 0,0604, 0,0598 | 0,0598 0,0884 | 0,0892 0,0890 0,0898 0,0891 
Reitzenhain . . . . 0,0574 | 0,0578 0,0574. 0,0570|0, 0574/0,1048 0,1048 0,1036 0,1046 0,1045 
Satzungen. .. . . 0,0472. 0,0476 | (0,0482 | 0,0470 0,0475/0,1082 0, 1036 | 0 1072 |0, 1088 0,1082 
Hilbersdorf . . . . |0,0414 0,0412. 0,0402 0,0408 | 0,0409 | 0,0796 | '0,0788 | 0,0784|0,0786 0,0789 
q Biochemische Zeltschrift Band 36. 17 
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Hafer 


Ve rdaohtiger Hater I 
I 





10 g Hafer exgoben CaO 


10 g Hafer ergeben Mg,P,0, 













































































“Ans- -| Ana- | | Ana-| Ana-| Im | Ana-| Ana-| Ana-| Ana-| Im 
lyse I |lyse II |lyeeIII tyse IV| Mittel | lyse I | lyse II |lyseIII/lyse IV| Mittel 
tegistisg!s |e2 ere 18 g | 
0.0 0154/0,0148! 0,0152 :/0,014210,0149] 0 0,070 '0,0758 (0,0766 — | 0,0765 
» 11} 0,0096 | 0,0098 | 0,0106 | 0,0096 0,0099 9, 0,0624 | 0,0620 
»» III }0,0098 0,0102 | |0,0092 0,0098 0,0618 | |0,0604 | 0,0614 0,0612| 0,0612 
» IV 40,0092 0,0100| 0,0096 | '0,0096 0,0096]0,0616 | 0,0614 | 0,0616 | 0,0602/| 0,0612 
» V10,0078 0,0084 |0,0088 | 0,0076  0,0080 0,0618 0,0622|0,0622|0,0614| 0,0619 
eT: g Heu verbrauchen bei der P,0,-Bestimmung 
Hea */y-NaOH 
‘Analyse | I | Analyse i [Analyse 1 III | | Analyse IV 
I vce: ht koe 18,3 1815 | 18,3 18,25 
Schlé8chen Porschen- | 
a 19,7 19,6 19,6 19,6 
ee a 6 se ek 19,15 19,0 19,2 | 19,1 
Thalheim ..... 19,45 | 19,4 19,4 19,3 
Steinbach ..... 18,05 18,1 18,1 18,15 
Elterlein. . . . . 14,75 | 14,9 148 | 148 
Reitzenhain 14,95 15,05 14,95 | 165,05 
Satzungen ..... 15,25 | 15,15 15,15 | 15,35 
Hilbersdorf. .... 21,75 | 21,8 21,9 i 21,9 
- ‘13g Hafer verbrauchen bei der P,0;-Bestimmung 
Hafer "/a-NaOH 
Analyse I 1] | Analyse eH} Analyse ITI | Analyse Iv 
Verdichtiger Hafer a | os | o8 | 246,75 5 | 24,85 
a a 2245 | 224 223 | 224 
-_ ‘a i 21,45 21,5 21,55 21,4 
: » IV] 216 | 21,65 21,65 21,6 
‘a Oe 20,6 20,6 20,6 20,7 
aaa Trockensubstanz in 1 g im M Mittel hs Si nt : 
Heu g Hafer | g 
Qi. 6a oh P.O Verdachtiger Hafer I. .| a. 
SchléBchen Porschendorf . | 0,9097 ae . bB..| oes 
i .« t « bh a 6 4 0,9070 - » IT. .| 0,0193 
, il SST a 0,9125 ™ eo aol oe 
Steinbach a: 6 oe eee 0,9090 i: oo. We.) ee 
Elterlein hom Ree 8 oe 0,9055 Kontrollbestimmg. ausdem 
oe tee oreer Bestande des Instituts I| 0,9053 
eee. ai 9069 | kK ontrollbestim mg.ausdem 
sania nat am 0,9047 | Bestande des Instituts II| 0,8724 
— ae aoe Kontrollbestimmg. aus der 
Bestande des Instituts I| 0,9126 g: 
. Umgeb Dresden | 0,9177 
Kontrollbestimmg. ausdem bs ica Ba, 
Bestande des Instituts II | 0,8673 






































Universal - Extraktionsapparat 
fiir gréBere Mengen, mit Probenentnehmer und zugleich Destillations- 
apparat fiir das Lésungsmittel. 
Von 
Walter L. Halle. 


(Aus dem Laboratorium der L. Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Hingegangen am 16. Juli 1911.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Im Folgenden soll ein Extraktionsapparat beschrieben 
werden (siehe Fig. 1), der im Laboratorium der L. Spiegler- 
Stiftung seit ca. einem Jahre im Gebrauch ist und stets vor- 
ziigliche Dienste geleistet hat. Er eignet sich besonders gut 
fiir die Extraktion von gréBeren Mengen (bis 2 kg) irgendeines 
Materials mit niedrig siedenden Fiiissigkeiten. Der Apparat 
stellt, wie aus der Zeichnung ersichtlich ist, eigentlich einen 
groBen Soxhlet vor. Das Extraktionsgefi8, der Extrakteur, 
faBt ca. 2kg Extraktionsgut, ist aus Kupfer, innen verzinnt 
und hat eine Lange von 30cm und einen Durchmesser von 
12cm; auBen ist Quecksilberrot aufgetragen. Innen liegt eine 
gelochte Zinnplatte, auf der das Gut ruht. Die Rohrleitungen 
sind aus Zinn, die Hihne aus Messing gefertigt und sehr genau 
eingeschliffen. Das Rohr fiir die aufsteigende Fliissigkeit ist 
mit Isolierschnur gut isoliert und darf nicht zu eng gewahlt 
werden. An unseren Apparaten betragt sein auBerer Durch- 
messer 3cm. Der auBere Diameter des Heberrohres ist 1,25 cm. 
An dem Heberrohr ist in halber Héhe ein Verbindungsrohr 
mit einem Hahn A angebracht; wird der Hahn gedffnet, so 
funktioniert der Heber als kleiner Heber und es ist méglich, 
mit dem groSen Apparat auch nur die Hialfte des Gutes mit 


der Hilfte der sonst nétigen Lésungsmittel zu extrahieren. 
ig 
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Uberdies ist am absteigenden Teil 
des Heberrohres ein Ablaufrohr 
mit einem Dreiweghahn B ein- 
gerichtet, der es erméglicht, erstens 
jeweilig Proben zu entnehmen, so 
da8 man untersuchen kann, ob 
das Extraktionsmittel noch etwas 
aufnimmt oder nicht, zweitens 
kann man aus diesem Ablauf, wenn 
man noch einen Kiihler zuschaltet, 
aus dem Kolben direkt die ganze 
Menge des Extraktionsmittels ab- 
destillieren. Durch die Anordnung 
des Heberverbindungsrohres mit 
dem Hahn hat sich die Zeitdauer 
der Extraktion bei vollgefiilltem 
Extrakteur fast auf die Hilfte re- 
duziert. Der Grund liegt darin, 
da8 die Heberwirkung haufiger als 
bei dem normal konstruierten 
Apparate eintreten kann. Bei 
diesem kommt es sehr oft vor und 
besonders, wenn man mit niedrig 
siedenden Extraktionsmitteln ar- 
beitet, daB der Heber nicht in 
Aktion treten kann, weil der Auf- 
trieb der Dampfe im Heberrohr 
dem Uberdruck der Fliissigkeits- 
menge im Extrakteur mindestens 
das Gleichgewicht halt. Man ist 
dann genétigt, die Heizung abzu- 
stellen und den Kolben, der den 
Extrakt aufnimmt, abzukiihlen, 
was mihsam und zeitraubend 
ist. Der obenerwahnte Hahn A 
(siehe Zeichnung) gestattet nun, 
durch einfaches Offnen, den Druck 


Mig. 1.’ Habo A, B.C s. Beschreibung. 1 Bxtrakteur. 9 Rohr der Fliissigkeitssiule plétzlich be- 
aus Gis. deutend zu erhdhen, so daB der 


fur aufsteigende Extraktionsfitissigkeit. 3 

tiv. 5. elektrische Heizplatte. 6. B 

. Bebilchen mit Hg. 8. Glasrohr. 9 Do 
Khler 
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Heber zu ziehen beginnt. Man kann den Hahn schlieBen, 
ohne daf die Heberwirkung davon beeinfluBt wiirde. — 
Der modifizierte Soxhletapparat hat dann ferner an seiner 
tiefsten Stelle einen groBen Hahn C, durch den man even- 
tuell alles Lésungsmittel in den Kolben ablassen kann. 
Dieser Hahn C spielt eine Rolle, wenn durch irgendeinen 
Zufall das Heberrohr, beispielsweise durch Auskrystallisieren 
der Substanz, verstopft wiirde. Der Deckel des Apparates 
ist mittels Korkdichtung auf das Hauptstiick gepaSt und 
mit 6 Stellschrauben befestigt. Auf ihm wird ein doppelt 
wirkender Schlangenkihler von 90cm Lange aufmontiert, der 
oben wieder mittels Kork mit einem langen, nach abwirts ge- 
bogenen Glasrohr in Verbindung steht, das in ein Gefa8 miin- 
det, in dem Quecksilber das Rohr sperrt. Der ganze Apparat 
sitzt auf einem 5 Liter fassenden Rundkolben mittels Kork dicht auf. 
Die Heizung erfolgt der gréBeren Sicherheit halber, entweder 
durch ein elektrisch geheiztes Wasserbad oder durch Aufsetzen 
auf eine elektrische Heizplatte. Alle Korke werden nach dem 
Einfiigen mit einem ziemlich diinnfliissigen Gipsbrei bestrichen, 
der sich nach dem Trocknen als ausgezeichnetes Dichtungsmittel 
bewahrt hat. 

Die Vorteile dieses Apparates sind: gréBte Sicherheit des 
Arbeitens, Verkiirzung der Dauer der Extraktion fast auf die 
Hilfte der Zeit, die Méglichkeit, mit demselben Apparat sowohl 
groBe als auch kleinere Mengen Materials, mit mehr oder weniger 
Extraktionsmittel zu behandeln, die Méglichkeit der Probe- 
entnahme zur Priifung, ob das Extraktionsmittel noch etwas 
aufnimmt, die Chance, alles Lésungsmittel aus dem Apparat 
abzudestillieren und den Extrakt véllig frei davon zu er- 
halten. 











Ober Hexosephosphorsaureester. 
II. Mitteilung. 


Von 
A. v. Lebedew. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Institut Pasteur, Paris.) 


(Eingegangen am 7. August 1911.) 
Mit 1 Figur im Text. 


Im vorigen Jahre’) habe ich in dieser Zeitschrift die erste 
Mitteilung iiber den Hexosephosphorsaureester, der sich bei der 
Garung der Saccharose bildet, verdffentlicht. Ich méchte kurz 
die Hauptergebnisse der Untersuchung in Erinnerung bringen. 

Es wurde das Osazon dieses Esters, der von mir schon 
1909*) dargestellt wurde, ausfiihrlicher beschrieben und die 
friiher von mir angegebene Formel, nach welcher er eine Verbindung 
des Phenylhydrazins mit der Hexosephosphorsiure ist, be- 
statigt. Es wurde durch Stickstoffbestimmung gezeigt, daB die 
Osazone des Produktes mit denen aus Dextrose und Liavulose 
identisch sind, und die Uberzeugung ausgesprochen, da8 auch 
das Produkt aus Mannose dasselbe Osazon liefern wird. Es 
wurde auch das Oson dargestellt, das mit Blei ein Salz von 
der Zusammensetzung C,H,PO,Pb gab. Es wurde weiter ge- 
zeigt, daB das komplexe Osazon bei der Einwirkung von °/,,- 
Kalilauge ein Hexosazon ('/,, Teil des angewandten kom- 
plexen Osazons) von dem Schmelzpunkte 215° und das Gly- 
oxalosazon ('/, Teil) liefert. Es wurden die Phenyl- und 
p-Bromphenylhydrazone des Esters dargestellt und durch Ver- 
wandlung in die entsprechenden Osazone festgestellt, daB es 
wirklich Hydrazone waren. Es ist mir aber damals nicht gelungen, 


1) Diese Zeitachr. 28, 213, 1910. 
2) Diese Zeitschr. 20, 114, 1909. 
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sie bis zur Analysenreinheit umzukrystallisieren. Indem ich mich 
auf die Resultate der Untersuchung des Osazons stiitzte, habe ich 
die Ausicht ausgesprochen, da8 der Zuckerester auf 1 Mol. Hexose 
1 Mol. Phosphorséure enthalt. Um den Widerspruch mit der 
von Young’) provisorisch aufgestellten Formel C,H,,0, (RPO,), 
aufzukliren, habe ich nur die einzige Méglichkeit vorgesehen, 
namlich die, daB bei der Bildung des Osazons 1 Mol. Phosphor- 
siure abgespalten wird, was mir aber nicht so leicht mdglich 
erschien, da dasselbe Osazon sich auch in neutraler Lésung 
in der Kalte bildet; auBerdem habe ich kein Phosphorsaure- 
hydrazid dabei wahrnehmen kénnen’). 

Als ich zur Darstellung des Zuckeresters andere Hefearten 
angewandt habe (von der Brauerei Moritz in Paris), erhielt ich 
ein Osazon, das bei der Einwirkung von Alkali nur Glyoxalosazon 
lieferte, obwohl die Analysenzahlen mit den friher angefiihrten 
iibereinstimmten*). Es war klar, daB sich in gewissen Fallen 
zwei verschiedene Zuckerester bei der Garung bilden, die ihrer 
Zusammensetzung nach sehr ahnlich sind, von denen jedoch 
der eine nur in sehr kleiner Menge und auch nicht immer auf- 
tritt. Damit war vorlaufig die von mir beabsichtigte Unter- 
suchung des Osons*) auBer Belang, und ich habe wieder meine 
ganze Aufmerksamkeit auf die Reindarstellung der Hydrazone 
des Esters, die so leicht zu erhalten waren, gelenkt. Inzwischen 
sind zwei Abhandlungen von Harden und Young’) in dieser 
Zeitschrift erschienen; in der letzten derselben setzt Young’) 
meine Untersuchung fort, ohne die zweite Mitteilung abzuwarten 
oder sich mit mir dariiber zu versténdigen, wie es doch in 
ahnlichen Fallen Sitte ist. Ich sehe mich daher gezwungen, 
ehe ich zur Beschreibung meiner vigenen Untersuchungen iiber- 
gehe, die Aufsitze der oben genannten Autoren zu besprechen. 

Vor allem méchte ich die historische Ubersicht iiber die Rolle der 
Phosphorséure bei der alkoholischen Garung, die von Harden und 


Young in den oben zitierten Abhandlungen in mehreren Punkten nicht 
tichtig wiedergegeben ist, nochmals kurz besprechen. 


1) Proc. of the R. Soc. 81, 528, 1909. 
2) l.c., S. 225. 

3) Vgl. auch l. c., S. 221. 

4) Lc., 8. 222. 

5) l.c., 32, 173, 1911 

*) Lc., S. 177. 
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Der erste, der auf die stimulierende Wirkung der Phosphate auf 
die zellenfreie Girung hingewiesen hat, war Wroblewski") (und nicht 
Harden und Young, wie sie irrtiimlich meinen®). Dann hat 
E. Buchner?) gezeigt, daB diese besonders stark im Anfang der Garung 
ist, wobei die gesamte Giarkraft nach 92 Stunden bis zu 32°/, zunimmt. 
Dieselbe Tatsache wurde nachher viel spiter auch von Harden und 
Young konstatiert*). Im Jahre 1905 haben L. Iwanoff 5), Harden 
und Young ®) (die letzteren unabhangig von dem ersteren) die Beobach- 
tung gemacht, daB Phosphorsiure bei der Girung in eine organische, 
durch Magnesiamischung nicht fallbare Form iibergeht, 1907 hat Iwa- 
noff’) seine Untersuchung fortgesetzt und einen Zuckerphosphorsdureester 
durch Fillung mit Kupferacetat isoliert, und spiter ist es auch Young ®) 
gelungen, den Zuckerester statt mittels Kupferacetat mit Hilfe von Bleinitrat 
zu isolieren. (In dieser kurzen, vorliufigen Youngschen Mitteilung ist 
die erwihnte Arbeit von Iwanoff zitiert.) Er hat das Bleisalz analy- 
siert und dessen empirische Formel als C,H,O,PbO, angegeben®), dabei 
aber keine Ansicht iiber die wirkliche Natur des veresterten Zuckers 
ausgesprochen. 

Im Jahre 19091°) habe ich bei den Ultrafiltrationsversuchen, als ich die 
Zwischenverbindung der alkoholischen Garung suchte, eine Hexosephosphor- 
siure isoliert, deren Osazon dargestellt und zum ersten Male die chemische 
Natur des veresterten Zuckers festgestellt. AuBerdem wurde gezeigt, 
daB die Osazone des Produktes bei Bereitung aus Dextrose und Livulose 
identisch sind und Metallsalze bilden™). Drei Monate spater ist die 
Arbeit von Young **) erschienen, in der er den Zuckerester als Hexose- 
phosphorsaéure betrachtet. Dabei bemerkt er aber, daB er kein Osazon 
oder Hydrazon des Esters*), sondern nur Phenylhydrazinphosphat?*) 
darstellen konnte. Der Schmelzpunkt und die Analysenzahlen sind darin 
nicht mitgeteilt. Im Anhang dieser Arbeit schreibt Young**): ,,The 
compound containing phosphorus, which was considered to be phenyl- 


1) Journ. f. prakt, Chem. 64, 1901. 

2) 1. c., 32, 173. 

3) Die Zymasegirung 1903, S. 142. Vgl. auch Buchner und Rapp, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 32, 2093, 1899. 

*) Proc, Chem. Soc. 21, 189, 1905. 

5) Travaux de la Soc. des Natur. de St. Pétersb. 34, 1905 (zitiert 
nach Young). 

*) Proc. of the R. Soc. 77, 405, 1906 und |. c. 

’) Zeitschr. f. physiol. Chem, 50, 281, 1997. 

*) Proc. Chem. Soc. 23, 65, 1907. 

*) Ibid. Die Analysenzahlen waren jedoch nicht mitgeteilt. 

10) Lc. 

11) 1. o., S. 123 u. 124, 

12) 1. c., S. 528. 
13) 1. c. 8, 540. 
c., 8S. 545. 


)1 
14) 1. 
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hydrazine phosphat, has since been examined by von Lebedew, who 
regards it as a phenyl-hydrazidophosphoric acid compound of hexos- 
azone...‘* Da aber Phenylhydrazinphosphat in sehr groBen schnee- 
weiBen Blattchen krystallisiert, das Osazon jedoch aus kleinen Nadeln 
besteht und rein gelb ist, so bleibt dieser Zusatz nicht, ganz verstind- 
lich. Ich méchte nur bemerken, daB meine Arbeit am 1. Juli, die 
Youngsche erst am 30. Juli der Redaktion zugegangen war und der 
oben zitierte Anhang wurde von ihm am 15. November gemacht. 

Neuerdings habe ich gezeigt!), daB sich derselbe Ester auch bei 
der Vergirung des Dioxyacetons bildet. 

Weil bei der Hydrolyse durch mehrstiindiges Kochen (Young) oder 
durch Séuren und Alkalien (Lebedew) die Triose zum Teil zerstért, 
zum Teil vielleicht in Hexose verwandelt wird, so steht fest, daB es nur 
dank den von mir dargestellten Osazonen und Hydrazonen méglich 
geworden ist, zwischen zwei vollstandig identischen Formeln C,H,O,RPO, 
und C,H,,0,(RPO,), zugunsten der letzteren zu entscheiden. 

Nach dieser kurzen historischen Ubersicht gehe ich zuerst 
zu der Abhandlung von Harden und Young’) iiber. Die 
Autoren glauben, sich darauf stiitzend, da8 die Hexosephosphor- 
siure auf 1 Mol. Hexose 2 Mol. Phosphorsdure enthalt, daB 
mein Zweifel an der Richtigkeit der von ihnen angegebenen 
Gleichungen : 

I. 2C,H,,0, + 2R,’HPO, 

== 2C0, + 2C,H,O + O,H,,0,(PO,R,’), -- 2H,0, 

II. C,H,,0,(PO,R,’), + 2H,O = C,H,,0, + 2R,’HPO,, 
die, ihrer Meinung nach, den Kreislauf der Phosphorsaure bei 
der Garung darstellen sollen, ungerechtfertigt ist. Darauf 
méchte ich antworten, daB, wenn auch die von Young an- 
gegebene Formel der Hexosephosphorsaure richtig ist, wovon 
ich mich selbst, unabhingig von den Verfassern, tiberzeugen 
konnte, mir die Gleichungen nichtsdestoweniger unhaltbar er- 
scheinen: da sie erstens der Tatsache, da§ das Dioxyaceton bis 
zu einer Konzentration von 5°/, ebensogut vergarbar ist, wie die 
Saccharose*), keine Rechnung tragen, zweitens mit den Versuchen 
der Autoren selbst nicht im Einklang stehen. Sie haben naém- 
lich gezeigt, daB das Optimum der Wirkung des Phosphat- 


1) Compt. rend. de |’Acad. d. Sc. 153, 136, 1911. Ausfiihrlichere 
Mitteilung dartiber wird demnichst in den Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 
erscheinen. 

%) le. 

8) Le. 
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tusatzes nicht dasselbe fiir Dextrose, Lavulose und Mannose 
ist’) und, last not least, erkliren diese Gleichungen eigentlich 
iiberhaupt nichts, und mit deren Annahme macht man in der 
Erklarung des Garungsproblems keinen Schritt vorwirts. 

Harden und Young) schreiben mir weiter irrtiimlich zu, da8 
ich bei der Hydrolyse des ,,Polysaccharids des Hefesaftes mit 2,5 nor- 
maler Schwefelsiure eine Substanz isoliert habe, die mit Phenylhydrazin 
ein phosphorhaltiges Osazon gibt. In meiner von den Verfassern zitierten 
Arbeit ist dagegen klar gesagt, daG diese ,,weiBe Substanz“, die den 
Schmelzpunkt 205 bis 207° hat und Phosphor enthilt, ,,ein Hydrazon 
oder Hydrazid“ ist*), dann wird weiter hinzugefiigt: ,,auBerdem entstand 
dabei ein Osazon“. Jetzt bin ich imstande zu sagen, daB dieses Osazon 
das Glucosazon ist. Die Untersuchung der phosphorhaltigen Substanz ist 
wegen Zeitmangels noch nicht abgeschlossen. 

Im zweiten Aufsatz*), der in demselben Heft verdffentlicht ist, 
beschreibt Young die Versuche, die er unternommen hat, um zu sehen, 
ob die von mir angegebene Formel des komplexen Osazons richtig ist. 
Ich méchte mir nun auch iiber diese Versuche, auBer dem was ich oben 
gesagt, noch einige Bemerkungen gestatten. 

Als ich zum ersten Male5) das komplexe Osazon des Esters 
darstellte, habe ich es durch Einwirkung des Phenylhydrazins in 
neutraler Lésung erhalten, und erst spaiter, um das Osazon sicherer 
von der Asche zu befreien, habe ich es auch in saurer Lésung dar- 
gestellt®). Dasselbe Osazon entsteht, wie schon von mir erwahnt, in 
neutraler Lésung in der Kalte. Darum ist auch mein Zweifel, da dabei 
1 Mol. Phosphorsiure abgespalten wird, leicht begreiflich, Das um- 
krystallisierte Osazon*) schmolz bei 150 bis 152° und nicht bei 148 bis 
150°, wie es Young’) behauptet. 

DaB die Osazone des Produktes aus Dextrose und Lavulose identisch 
sind, wurde nicht nur fiir deren Schmelzpunkte gezeigt®), sondern spiter 
auch durch Stickstoffbestimmung®). Dabei hatte ich zugefiigt: ,,zweifellos 
wird auch das Produkt aus Mannose dasselbe Osazon ergeben“?!®). Ich 
freue mich nun, daB Young meine Ansicht experimentell bestitigt hat. 

Weiter schreiLt der Verfasser: ,,Das Osazon ist in NaOH und KOH 
leicht léslich, wobei Phenylhydrazin abgespalten wird“!!), und beschreibt 

1) Proc. Chem. Soo, 24, 115. 

%) lc, S. 175. 


3) Lc., 8. 225. 
*) lc, 8. 177. 
5) l. c., S. 120. 
6) L c., 8. 216, 221. 
7) Lc. S. 179. 
8) Lc., S. 123. 
%) Lo., S. 226. 
10) I. c., S. 214. 
11) Lc, 8. 180. 
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das Na-Salz des Hexosephosphorsiureosazons. Ich méchte einen Satz 
aus meiner friiheren Arbeit vortragen, die merkwiirdigerweise von Young 
tiberhaupt nicht zitiert wurde, soda8 es den Anschein hat, als ob alle in 
seiner letzten Arbeit mitgeteilten Tatsachen neu sind und von ihm zum 
ersten Male konstatiert worden waren. 

Ich schrieb schon im Jahre 19091): ,,Das Phenylosazon lést sich 
leicht in einer schwachen, wasserigen Alkalilésung, aus der es durch 
Alkohol als eine gelbe, flockige, nicht krystallinische Masse gefallt wird. 
Die wisserige Lésung des Osazons ist mit Bleiacetat fallbar (amorph). 
Die alkalische Lésung, mit Essigsiure im Uberschusse versetzt, gibt mit 
Mercuronitrat einen gelben, krystallinischen Niederschlag, der aus mikro- 
skopisch kleinen Nadelchen besteht; derselbe ist aber nicht bestindig, 
sondern schwirzt sich infolge der Reduktion des Salzes zu metallischem 
Quecksilber. Diese Fihigkeit des Osazons, Salze zu bilden usw.“ Im 
folgenden Jahre®) schrieb ich: ,,I[ch habe die von mir friiher gemachte 
Beobachtung benutzt, daB das Osazon mit Alkali ein leicht in Wasser 
lésliches Salz bildet.“‘ Ich habe damals das Alkalisalz nicht analysiert, 
da es amorph war, und hatte mir das fiir die zweite Mitteilung vor- 
behalten. 

Bei der Beschreibung der Hydrazone der Hexosephosphorsiure 
sagt der Verfasser: ,,Ohne Schilderung seiner Versuche gibt v. Lebedew 
an, daB Hexosephosphorsiure mit Phenylhydrazin in der Kailte momentan 
ein weiBes Hydrazon liefert. In analoger Weise erhielt er eine krystal- 
lisierte Verbindung mit p-Bromphenylhydrazin, fiir die er die Formel 
C,.H,,N,BrPO, annimmt; seine Analysenzahlen stimmen auf die obige 
Forme! nicht‘‘*). Dieser Behauptung gegeniiber méchte ich hier folgende 
Stelle meiner Arbeit zitieren: ,,Der von mir isolierte Zuckerester gibt 
mit Phenylhydrazin momentan schon in der Kiilte ein weiBes Hydrazon, 
das leider amorph ist. Mit p-Bromphenylhydrazin bei gleichen Ver- 
hiltnissen gibt er ein krystallinisches Hydrazon, das in langen weiben 
Nadeln krystallisiert .... Schmelzpunkt 128° unter Zersetzung. Die Ver- 
suche, es aus methylalkoholischer Lésung .... umzukrystallisieren, 
scheiterten bis jetzt, da es sich in dieser Lésung schon bei gewohnlicher 
Temperatur ....in p-Bromphenylosazon umwandelt. Das letztere ist 
rein gelb und besitzt .... den Schmelzpunkt 165°. Ich habe versucht, 
das nicht umkrystallisierte p-Bromphenylhydrazon zu analysieren, doch 
habe ich dabei einen zu hohen Gehalt bekommen und darum auf weitere 
Analysen verzichtet*). Diese ,,Schilderung“ ist, wie es mir scheint, fiir 
jeden Chemiker geniigend, um keinen Zweifel iiber die Hydrazonnatur 
der erhaltenen Verbindungen aufkommen zu lassen, nach Young aber 
konnten sie bloB die Hydrazide der Phosphorsiure sein! AuBSerdem 
sieht man, daB ich die von mir provisorisch angegebene Formel des 
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Hydrazons keineswegs als durch Analyse bestitigt betrachtete und be- 
absichtigte, die Versuche, es in krystallisiertem Zustande darzustellen, 
weiterzufiihren. Ich habe auch versucht das Hydrazon mit Benzyl- 
phenylhydrazin darzustellen, um dann mit Hilfe von Formaldehyd den 
Zuckerester wieder zu gewinnen. Nach dem oben angefiihrten Satze 
schrieb ich namlich: ,,Mit Benzylphenylhydrazin nach dem Verfahren 
von O. Ruff und G. Ollendorf in neutraler Lésung konnte ich vor- 
laufig kein Hydrazon des Esters darstellen“!), Aus dem Worte ,,vor- 
laufig geht ebenfalls klar hervor, daB ich die Absicht hatte, die Unter- 
suchung der Hydrazone fortzusetzen. Und gerade dariiber méchte ich 
nun hier einen Bericht geben. Da ich zu gleicher Zeit mit dieser sehr 
langwierigen Untersuchung auch noch mit Ausarbeitung der Macerations- 
methode*), die Darstellung des Hefesaftes betreffend, und mit Versuchen 
iiber die Vergiirung des Dioxyacetons, die noch im vorigen Jahre an- 
gefangen wurden*), sehr in Anspruch genommen war, so ist leicht be- 
greiflich, daB diese vor Jahresfrist angekiindigte Mitteilung etwas spat 
erscheint. Ubrigens dachte ich nicht daran, daB jemand meine Arbeit 
fortsetzt und dieselbe vor mir veréffentlicht. 


Wiedergewinnung des Hexosephosphorsdureesters aus dessen 
Phenylhydrazon. 


Als ich im Winter die Versuche iiber die Darstellung des 
Hydrazons des Esters durch die Behandlung mit Phenylhydrazin 
in der Kalte ausfiihrte, konnte ich beobachten, daB in einigen 
Fallen das Hydrazon erst nach einiger Zeit und dabei in 
makroskopischen, spharischen Krystallen, die aus mikroskopisch 
kleinen Nadeln bestehen, erscheint. Es war klar, daB das 
Erscheinen des Hydrazons in diesem Zustande von der Tem- 
peratur und Konzentration der Lésung abhangt. Diese Be- 
obachtung habe ich also benutzt, um das Phenylhydrazon in 
krystallisiertem Zustande zu erhalten. Dazu habe ich eine ziem- 
lich konzentrierte wasserige Lésung des Esters bis zu 30 bis 35° 
erwarmt und mit ebenso vorerwarmter wiasseriger phenylhydrazin- 
essigsaurer Loésung*) zusammengegossen und gleich darauf in 
den Eisschrank gestellt. Nach 1 Stunde wurde die ganze Fliissig- 
keit von wei8en sphirischen Krystallen erfiillt. Die Masse 
wurde abgesaugt, mit eiskaltem Wasser, dann mit absolutem 

1) Le, S. 224. 

2) Compt. rend. de l’Acad. d. Sc. 152, 49 und 1129 (1911); Bul. 
Soc. Chim. de France, 4¢, 9 bis 10, 76, 411, 672, 744. ‘ 


8) Lo, S. 214. 
4) Es wurde dazu zweimal weniger Phenylhydrazin, als fiir die 


Darstellung des Osazons nétig ist, genommen. 
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Alkohol und Ather gewaschen, wieder in Wasser gelést und 
mit Formaldehyd behandelt. Der Niederschlag wurde abfiltriert 
und das Filtrat mit Tierkohle geschiittelt, dann abfiltriert und 
wieder mit etwas Tierkohle geschiittelt, bis es wasserklar war. 
Dann wurde mit Hilfe von Bleiacetat und nachheriger Be- 
handlung mit Schwefelwasserstoff die wisserige Lésung des 
Esters, die keine Triibung mit Magnesiamischung gab, dar- 
gestellt. Mit Chlorcalciumlésung gab sie einen amorphen 
Niederschlag. Zu dessen Reinigung habe ich, ebenso wie 
Young’), die zuerst von Iwanoff*) gemachte Beobachtung 
beniitzt, daB einige Metallsalze des Esters im warmen Wasser 
schwerer léslich sind als im kalten. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert und unter Zusatz von einigen Tropfen 50°/,iger Essig- 
siure in Wasser gelést; die Lésung wurde dann mit Ammoniak 
bis zum Erscheinen der Triibung neutralisiert, abfiltriert und 
auf dem Wasserbade erwarmt. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert, wieder in Wasser unter Zusatz von Essigsaure gelést 
und weiter wie oben behandelt. Diese Operation wurde dreimal 
wiederholt. SchlieBlich wurde der Niederschlag mit heiBem 
Wasser, bis das Filtrat mit saurer AgNO,-Lésung keine Triibung 
mehr gab, dann mit Alkohol und Ather ausgewaschen und bei 37° 
iiber P,O, getrocknet. Wenn man ihn bei héherer Temperatur 
trocknet, etwa bei 60°, so wird er gelblich. 
Substanz: 0,1994g; CO, 0,1246g; H,O 0,0483 g; 

‘i 0,2065 g; CaO 0,0546 g; 

‘i 0,2082 g; CaO 0,0555 g; 

* 0,1837 g; Mg,P,0, 0,0977 g; 

" 0,2019 g; Mg,P,0, 0,1085 g. 


C,H,0,CaPO,. Berechnet Gefunden 
C 17,36 C 17,04 
H 2,40 H 2,71 
Ca 19,22 Ca 18,90; 19,06 
P 14,90 P 14,81; 14,97 
Nach diesem Ergebnisse der Analyse war es klar, dab 
das Hydrazon auf 1 Mol. Hexose zwei Mol. Phosphorsaure enthalt, 
darum war es von besonderer Bedeutung, das Phenylhydrazon 





1) 1. c., S. 539. 
8) lo. 
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umzukrystallisieren. Alle Versuche aber, die viel Zeit in An- 
spruch nahmen, sind erfolglos geblieben. Infolgedessen habe 
ich wieder versucht, das p-Bromphenylosazon, das in krystal- 
lisiertem Zustande leicht erhalten werden kann, umzukrystal- 
lisieren. 


Reindarstellung des p-Bromphenylhydrazons des Hexose- 
phosphorsaureesters. 


Das p-Bromphenylhydrazon lést sich, wie ich schon in der 
ersten Mitteilung gesagt habe, sehr leicht in Methylalkohol, 
darum habe ich nochmals dieses Lésungsmittel benutzt. Die 
methylalkoholische Lésung wurde im Vakuum bei der Tempe- 
ratur des Wasserbades von 25 bis 30° rasch konzentriert. Bald 
bildete sich ein weiSer, deutlich krystallinischer Niederschlag. 
Als dessen Menge zur Analyse als geniigend geschatzt wurde, 
wurde die Operation unterbrochen'), der Niederschlag ab- 
gesaugt und mit eiskaltem Methylalkohol, absolutem Alkohol 
und Ather gewaschen, dann im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd 
bei 37° getrocknet. Schmelzpunkt 131° unter Zersetzung. 

Substanz: 0,1787 g; CO, 0,2127 g; H,O 0,064 g; 

a 0,1474 g; 11,9 com N (19°, 753 mm); 
— 0,2894 g; Mg,P,O, 0,0749 g; 
0,1584 g; AgBr 0,1019 g. 


C,,H,,0,,N,Br,P,. 


Berechnet Gefunden 

C 32,62 C 32,46 
H 3,74 H 4,01 
N 9,51 N 9,35 
Br 27,18 Br 27,38 
P 7,02 P 7,21 


Die ausgefiihrte Analyse stimmt am besten mit der Formel 
C,,H,,0,,N,Br,P, iiberein, d. h. daB das p-Bromphenylhydrazon 
ahnlich beschaffen ist, wie das Osazon des Hexosephosphorsaure- 
esters, mit anderen Worten, daB es eine salzartige Verbindung 





1) Dieses Verfahren gelingt nicht immer, und statt des~krystal- 
linischen erscheint oft ein amorpher Niederschlag, was sehr wahrscheinlich 
von der Konzentration der angewandten Lésung des Hydrazons abhangt. 
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des p-Bromphenylhydrazins mit p-Bromphenylhydrazon des 
Hexosebiphosphats ist : 
(C,H, BrN,H, .H,PO,),.C,H,(OH),CH:N.NHC,H,Br. 

Da das Hydrazon umkrystallisiert wurde, so ist damit endgiiltig 
festgestellt, daB die ven Young provisorisch angegebene Formel 
C,H,,0,(RPO,), richtig ist. Die Phenyl- und p-Brompheny]l- 
hydrazone bilden Metallsalze, die von mir untersucht werden. 

Fiir das rasche Trocknen der Praparate benutzte ich 
oft den Trocken-Vakuumapparat nach Abderhalden mit 
folgender von mir gemachten Abanderung, die, mit Beibehaltung 
des Vakuums, das standige Durchleiten der durch H,SO, und 
P,O, getrockneten Luft oder eines inerten Gases, wie H oder N, 
gestattet, wie es aus der schematischen Abbildung (Fig. 1) des 
inneren Teiles des Apparates ersichtlich ist. 


{ cum Trockenapparat 











— 
| 
| 








Reindarstellang des Natriumsalzes des Hexosephosphorsaure- 
osazons. 

Ich habe auBerdem versucht, das von mir schon vor 
2 Jahren erhaltene Natriumsalz des Osazons') umzukrystal- 
lisieren. 4 g aus 85°/,igen Alkohol umkrystallisiertes Osazon 
wurden nach dem in der ersten Mitteilung*) angegebenen 
Verfahren in Wasser aufgeschlemmt, NaOH bis zum Auf- 
lésen zugefiigt (die Reaktion war dabei alkalisch) und die 
Lésung mit Alkohol versetzt. Der Niederschlag wurde in 





1) Le. 
2) 1. c., 8. 217. 
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Wasser gelést und durch allmihlichen Zusatz des Alkohols 
krystallinisch ausgefallt. Der Niederschlag wurde mit eiskaltem 
Wasser, Alkohol und Ather ausgewaschen. Ein Teil des Nieder- 
schlages wurde wieder im Wasser gelést und mit Bleiacetat- 
lésung gefallt. Das Bleisalz wurde, bis das Filtrat mit H,SO, 
keine Triibung mehr gab, mit Wasser, dann mit Alkohol und 
Ather gewaschen und im Vakuum iiber P,O, bei 60° getrocknet. 
Das Bleisalz war amorph. 
Substanz: 0,1764 g; CO, 0,2887 g; H,O 0,0735 g; 

- 0,1416 g; 14,2 com N (16°, 756 mm); 

sa 0,2644 g; Mg,P,O, 0,0634 g; 

a 0,2826 g; PbSO, 0,1326 g. 


C,,H,,N,0,PNa,: 
Berechnet Gefunden 
C 44,81 C 44,64 
H 4,36 H 463 
N_ 11,62 N 11,78 
Pp 6,41 P 6,68 
C,,H,,N,O,PPb: 
Pb 32,35 Pb 32,05 


Diese Zusammensetzung entspricht der Formel: 
Na, PO,C,H,(OH),C(NNHC,H,)CHNNHC,H,, 
% 


d. h., daB Hexosephosphorsiure, nach dem Ubergang in sein 
Osazon, nur 1 Mol. Phosphorséure auf 1 Mol. Hexose enthilt. 

SchlieBlich méchte ich noch einige Worte iiber die Kon- 
stitution des Hexosebiphosphats sagen. 

In seiner letzten Arbeit schreibt Young'): ,,Diese Ver- 
suche werfen einiges Licht auf die Konstitution der Hexose- 
phosphorsiure. In friiheren Mitteilungen meinte der Verfasser, 
daB diese Verbindung keine freie Carbonylgruppe aufweist, weil 
die Reduktion der Fehlingschen Lésung in der Kalte nur 
sehr langsam war. Die Bildung der Hydrazone beweist jedoch, 
daB dies unrichtig ist.“ In der vorletzten*) Arbeit schrieb er 
aber: ,,The facts that the compound does not reduce Fehling’s 
solution in the cold until after a long time, and that no 


1) 1. c., 8. 187. 
*) lo, S. 543. 
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hydrazones or osazones could be obtained, render it possible 
that the acid does not contain an active carbonyl group, and 
it may be that this group is involved in the reaction with the 
phosphoric acid.‘ 

Man sieht nun, da ,,einiges Licht auf die Konstitution der 
Hexosephosphorséure“‘ nicht von den Youngschen, sondern von 
meinen Untersuchungen geworfen ist. Als ich vor zwei Jahren 
das Osazon des Esters beschrieb, war es schon damals klar, daB 
der Ester eine freie Carbonylgruppe aufweist. Die Bildung 
des Hydrazons ist bekanntlich eine unbedingt nétige Vorstufe 
des Osazons, und der Umstand, ob es leicht oder schwer ldslich, 
ist dabei von keinerlei Bedeutung. Ubrigens wurde auch die 
Bildung der Hydrazone von mir ein Jahr friiher festgestellt. 

Neuerdings habe ich gezeigt, daB sich bei der Vergarung 
des Dioxyacetons derselbe Zuckerester bildet, darum ist es 
héchstwahrscheinlich, da8 er ein Acrosebiphosphat ist, in dem 
mdglicherweise 1 Mol. Phosphorsiure an das der Carbonylgruppe 
benachbarte C-Atom gebunden ist. 

Die Untersuchung zur endgiiltigen Entscheidung der Kon- 
stitution wird von mir fortgesetzt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde in der vorliegenden Arbeit eine kurze historische 
Ubersicht iiber die Rolle der Phosphorsaure bei der alkoholischen 
Garung gegeben. 

2. Es wurde die Untersuchung der von mir in der ersten 
Mitteilung beschriebenen Phenyl- und p-Bromphenylhydrazone 
fortgesetzt und endgiiltig konstatiert, daB sie auf 1 Mol. Hexose 
zwei Mol. Phosphorsiure enthalten, was der von Young provi- 
sorisch angegebenen Formel des Esters C,H,,0,(RPO,), entspricht. 

3. Es wurde das Natrium- und Bleisalz des Osazons des 
Esters analysiert und die schon vor 2 Jahren von mir gegebene 
Formel des Osazons auch auf diesem Wege nochmals bestatigt. 

4. Die Entscheidung dariiber, welche von beiden Formeln: 
C,H,O,RPO, (Iwanoff) und O,H,,0,(RPO,), (Young) richtig 
ist, wurde nur dank der von mir isolierten und beschriebenen 
Osazone und Hydrazone des Esters méglich. 

5. Es ist héchstwahrscheinlich, daB der bei der Garung 


der Saccharose und des Dioxyacetons sich bildende Zuckerester 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 18 
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ein Acrosebiphosphat ist, das méglicherweise 1 Mol. Phosphor- 
séure gebunden an das der Carbonylgruppe benachbarte C-Atom, 
enthalt. 

Anhang. 

Nach meiner Methode’), durch Fallung mit Aceton, kann 
man sehr leicht und schnell das Hexosebiphosphat darstellen. 
Es ware darum von grofem Interesse, seine therapeutische 
Wirkung zu untersuchen. Wenn es vom menschlichen Organis- 
mus gespalten werden kann, so ware dadurch der medizinischen 
Praxis ein billiges und wirksames Arzneimittel zugefiihrt. Leider 
habe ich vorlaéufig noch keine Zeit, um auch in dieser prak- 
tischen Richtung die Untersuchung in der niachsten Zeit aus- 
zufiihren. 


1) Lo. 8, 226. 

















Ober die Verteilung der reduzierenden Substanzen 
im Saugetierblut. 
Von 
H. Lyttkens und J. Sandgren. 


(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 9. August 1911.) 


In zwei friiheren Mitteilungen’) haben wir Untersuchungen 
iiber die Verteilung der reduzierenden Substanzen im Kaninchen- 
blut und Menschenblut verdéffentlicht. Hier haben wir zwar 
die wichtige Ubereinstimmung zwischen beiden Blutsorten nach- 
weisen kénnen, daB aller Zucker im Plasma vorkommt 
(wahrend die Blutkérperchen andere reduzierende Stoffe ent- 
halten), dagegen war der Gehalt an Traubenzucker im Plasma 
von Menschenblut und Kaninchenblut sehr verschieden, indem 
das Kaninchenblutplasma etwa 4mal mehr Zucker enthalt 
(0,06°/, bzw. 0,22°/,). 

Diese Beobachtungen haben uns die Veranlassung gegeben, 
den Zuckergehalt des Blutplasmas von verschiedenen anderen 
Tieren zu bestimmen, in der Hoffnung, eine Erklérung der 
schon gefundenen Differenzen zu finden bzw. die Gesetze, die 
diese Verhaltnisse beherrschen, ausfindig zu machen. 

Das Blut von folgenden Tieren: Rind, Pferd, Schaf, 
Schwein, Katze und Meerschweinchen ist untersucht worden. 
Wir bedauern, da8 wir aus auBeren Griinden nicht Hundeblut 
haben untersuchen kénnen*). Betreffs der Versuchsmethodik 
verweisen wir auf unsere friiheren Mitteilungen. Doch méchten 


1) Lyttkens und Sandgren, diese Zeitschr. 26, 382, 1910 und 


31, 153, 1911. 
*) v. Mehring (Du Bois-Reymonds Archiv 1877, 377) fand fir 


Hundeserum 0,20 bis 0,25 °/, Totalreduktion. 


18* 
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wir erst die Méglichkeit einer eingetretenen Glykolyse bei 


unseren Versuchen beriicksichtigen. 


Das Blut von Katze und 


Meerschweinchen wurde unmittelbar nach dem AderlaB8 unter- 







































































sucht. Hier wurde auch der gréBte Zuckergehalt gefunden. 
Tabelle I. 
se Blutkérperchen Serum 
“ | Blut. _ nach} Reduktion |davon| Reduktion |davon 
‘S |menge|°° Blut-! vor | nach | Dex- | vor | nach | Dex- Anmerkungen 
3 lentnahme * : 
z in Girung | tfose Garung _ 
| 8 [Stunden | % | %e | %e | %o | %o | % ms 
Rinderblut 
1]140,3 | 4/, [0,053 0,048 | 0,005 | 0,129 | 0,054 | 0,075 
2] 53,4 2 | 0,051 | 0,054 | 0,000 | 0,093 | 0,036 | 0,057 
3] 80,1 2 0,053 | 0,053 | 0,000 | 0,134 | 0,031 | 0,103 
4] 80,1 2 — }0,052 | 0,049 | 0,003 | 0,100 | 0,024 |0,076 
5 | 80,1} %/, | 0,060 | 0,060 | 0,000 | 0,154 | 0,035 | 0,119 | | (Kalbsblut) 
Durchschnitt 0,054 | 0,053 | 0,002 | 0,122 | 0,036 | 0,086 § 
Pferdeblut &3 
6 | 53,4 2 — | 0,060 | 0,058 | 0,002 | 0,142 | 0,041 |0,101 | | 34 
7 | 80,1 2 | 0,082 | 0,082 | 0,000 | 0,135 | 0,030 | 0,105 ea 
8 | 80,1 2 | 0,089 | 0,091 | 0,000 | 0,125 | 0,036 | 0,089) | 34. 
9 | 53,4 2 — | = | = [6,132 | 0,037 [0,095 | | 12 
| | oO 
Durchschnitt 0,077 | 0,077 | 0,0006] 0,134 | 0,036 | 0,098 | ¢ a2% 
Schafblut £24 
10 | 80,1 | 2 | — | — | — |0,098 | 0,034 | 0,064 | ae 
4 ; 3 
Schweineblut e] = 
11 | 80,1 | 2 — |0,048 | 0,044 | 0,004 | 0,128 | 0,046 | 0,082 | | 55 
= 
Katzenblut !) 
12 | 64,8 0,054 | 0,052 | 0,002 | 0,360 | 0,039 | 0,321 
13 | 36,6 |e! nach} © O60 | 0,060 | 0,000 | 0,371 | 0,037 | 0,334 
14 | 77,6 | 9 Blut | 0.052 | 0,051 | 0,001 | 0,249 | 0,030 | 0,219 
15 16,5 entnahme a. | os ee... 0,235 a o_ 
Durchschnitt 0,055 | 0,054 | 0,001 | 0,304 | 0,035 | 0,291 
Meerschweinchenblut 
16 | 21,8 |@lelch nach |g O82 | 0,082 | 0,000 | 0,308 | 0,033 | 0,275 : 
17 | 19,6 | entnanme | 0,063 0,060 0,003 | 0,252 (0,031 | 0,221 | cette 
Hamatokrit 
Durchschnitt 0,073 | 0,071 | 0,002 | 0,280 | 0,032 |0,248 | bestimmt. 
1) Die Katzen wurden zuerst unter einer Glasglocke mit Ather 


narkotisiert und dann schnell aus der Carotis verblutet. 








° 
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Das Blut der iibrigen Tiere wurde von dem Schlachthaus be- 
zogen und kam deswegen erst ca. 2 Stunden nach der Blut- 
entnahme zur Untersuchung. Man kénnte daher vermuten, daB 
die bedeutend geringere Zuckermenge dieser Blutsorten von einer 
Glykolyse herriihrt. Das ist aber nicht der Fall. Erstens 
wurde iiberall das Blut mit Oxalsaure versetzt, und Oxalatblut 
unterliegt ebensowenig wie Fluoridblut einer Glykolyse, was 
wir besonders feststellten. Und zweitens haben wir auch Ge- 
legenheit gehabt, zweimal Rinderblut kurz nach der Blut- 
entnahme zu untersuchen. Das Ergebnis dieser Blutproben 
war mit den iibrigen gut iibereinstimmend. SchlieBlich stimmen 
auch die Befunde unserer jetzigen Untersuchungen mit un- 
seren friiheren gut iiberein. Mit diesen zusammen erlauben 
unsere neuen Befunde ein wichtiges Gesetz des Blutzucker- 
gehaltes zu formulieren, das aus den unten mitgeteilten Ziffern 
ohne weiteres hervergeht. 

Die Ergebnisse sind in der vorhergehenden Tabelle I zu- 
sam mengestellt. 

Aus der Tabelle geht hervor, daB die Blutkérperchen 
simtlicher Tiere reduzierende Substanzen enthalten. Da aber 
die Reduktion nach der Garung iiberall unverindert geblieben 
ist, enthalten die Erythrocyten keinen Traubenzucker. Der 
Gehalt an reduzierenden Substanzen ist etwas variabel und 
liegt zwischen 0,05°/, bis 0,08°/, Traubenzucker, was mit un- 
seren friiheren Befunden gut iibereinstimmt. Die durchschnitt- 
liche Reduktion der Blutkérperchen von siamtlichen unter- 
suchten Blutsorten ist in der Tabelle II zusammengestellt. 

















Tabelle II. 
Blutkérperchen °/,ige Reduktion 
von 
Menschen .... 0,069 
Kaninchen.... 0,07 
i cere. 0,054 
Ms BPS. 0,077 
P..65bearm és — 
Schwein ..... 0,044 
BL sh eile « 0,055 
Meerschweinchen . 0,073 





Beim Schweineblut sind die Werte etwas geringer als bei 
den iibrigen Blutarten. Hier liegt jedoch nur eine Untersuchung 
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vor. Auch beim Menschenblut z. B. wurden Unterschiede von 
0,04°/, bis 0,11 gefunden. Man ist deshalb berechtigt anzu- 
nehmen, daB die Blutkérperchen verschiedener Tiere 
ungefahr dieselbe Reduktion aufweisen, und daf die 
Differenzen der verschiedenen Tiere nicht gréBer sind, als sie 
bei denselben Tierarten gefunden werden. 

Aller Traubenzucker kommt also im Serum bzw. Plasma 
vor. Doch entspricht die Totalreduktion des Serums nicht dem 
Zuckergehalte, indem auch hier andere nicht garungsfahige 
Stoffe vorkommen. Die Quantitaét dieser anderen Substanzen 
{als Traubenzucker berechnet) ist auch bei den verschiedenen 
Tieren ziemlich konstant, wie die Tabelle III zeigt. 


Tabelle III. 





Blutserum Restreduktion 








von o%, 
i 0,04 
Kaninchen 0,045 
el rae 0,036 
ES po fea Ae & 9,036 
ee a tg 0,034 
Schwein ..... 0,046 
EE oe lew 0,035 
Meerschweinchen . 0,032 


Ganz anders verhalt sich der Traubenzuckergehalt. 














Tabelle IV. 
Blutserum Traubenzuckergehalt 

von 7 
i 0,063 
Pe 0,064 
Schwein ..... 0,082 
CU a 0,086 
a 0,098 
Kaninchen . ... 0,222 
Meerschweinchen . 0,248 
eee 5a sc 6S 0,291 


Wahrend der Zuckergehalt bei Mensch, Rind, Pferd, Schaf 
und Schwein iiberall weniger als 1°/,, ist, enthalt das Serum 
von Kaninchen, Katze und Meerschweinchen iiber 2°/,, oder 
3 bis 4 mal mehr als bei den erstgenannten Tieren. 






































Verteilung reduzierender Substanzen im Saugetierblut. 265 


Die zahlreichen, gut tibereinstimmenden Versuche zeigen, daB 
die Befunde keineswegs zufallig sind. Sogar der gréBte Wert 
unter den erstgenannten Tieren ist mehr als 100°/, geringer 
als der kleinste unter den letztgenannten. Auch sind die abso- 
luten Ziffern weit gréBer, als der denkbar gréBte Versuchsfehler 
sein kann. 

Wenn man also folgern mu8, daB der Zuckergehalt bei 
Kaninchen, Meerschweinchen und Katze weit gréBer ist als bei 
den iibrigen untersuchten Tieren, hat man zu iiberlegen, welche 
Bedeutung dieser Tatsache zukommt. Ist es nur eine Zufillig- 
keit oder darf man annehmen, daB das Verhialtnis eine physio- 
logische Bedeutung besitzt. Wahrscheinlich liegt die letztere 
Eventualitaét vor, die sehr an Wahrscheinlichkeit gewinnt, wenn 
man bedenkt, da8 saimtliche Tiere mit hohem Zuckergehalt 
klein sind. Bekanntlich besitzen alle kleinen Tiere eine be- 
deutend gréBere relative K6rperoberflache als groBe Tiere. Dem- 
entsprechend sind auch ihre Warmeverluste weit gréBer. Es 
ist daher vom teleologischen Gesichtspunkte aus sehr plausibel, 
daB der hohe Zuckergehalt mit der intensiveren Ver- 
brennung in Verbindung steht. 

Jedenfalls k6nnen wir aus unseren Versuchsserien, die nicht 
weniger als 8 Tierarten umfassen, das Gesetz aufstellen: da8 
kleine Tiere einen hohen Blutzuckergehalt gegeniiber 
groBen Tieren mit geringem Zuckergehalt aufweisen. 
Dagegen stimmen sémtliche Tiere in der Beziehung iiberein, 
da8 aller Traubenzuckerim Plasma und nur im Plasma 
vorkommt. 


Anhang. 

Gegen unsere Bestimmungen an reinen Blutkérperchen laBt 
sich der Einwand erheben, daB vielleicht der Zucker wahrend 
der Auswaschungen mit Salzlésung herausdiffundiert ist. Zwar 
haben Michaelis und Rona’) bei ausgewaschenen Blutkérper- 
chen den ,,Zucker‘‘ nachzuweisen geglaubt. Andererseits sollen 
die Versuche von Rona und Déblin*) erwiesen haben, da 
der zum Vollblut zugesetzte Zucker sehr schnell in die Blut- 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 16, 60, 1909. 
*) Rona und Déblin, ebenda 31, 215, 1911. 
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kérperchen hineindiffundiert, was allerdings nicht recht gut 
miteinander harmoniert. 

Wir haben deswegen Versuche angestellt, um nachzusehen, 
inwieweit das Auswaschen mit Salzlésung die Reduktion der 
Blutkérperchen verandert. Die Versuche wurden in der Weise 
angestellt, daB in einer Probe die Reduktion des Serums vor 
und nach der Giarung bestimmt wurde (A). In einer anderen 
Probe desselben Blutes wurde die Reduktion des Serums und 
der Waschfliissigkeiten bestimmt (B). SchlieBlich wurde durch 
Hamatokritversuche das Volumprozent des Serums (Plasmas) 
festgestellt. 

















Tabelle V. 
, Redukti Hiamatokrit- 
Ver- Blut Blut- | Serum-} Blut- iy 198 versuche 
such a vor | nach “ 
Nr. von pro menge | menge der G8 Serum 
4 er Garung o/, 
3 Rind A 51,5 — 0,130 , 0,027 
pe B j= 80,1 | 0,134 | 0,031 74,3 
<< 2 Rind A 50,9 — | 0,101 0,025 
ota B — 80,1 0,100 , 0,024 54,0 
5 ‘Rind A 50,0 — | 0,149 | 0,037 
- ‘ B | = 80,1 | 0,154 0,035 63,5 
7 Pferd A 93,5 — | 0,132 0,025 
_» B ikon 80,1 | 0,135 | 0,030 52,5 
8 Pferd A 108,1 — | 0,120 0,029 
Px B _=- 80,1 0,125 0,036 61,0 
10 “Schaf— A | 444 — | 0,104 0,032 | 
Late B ike 80,1 | 0,098 | 0,034 47,5 
ll Schwein A 47,0 — 0,122 | 0,038 
- B | — | 80,1 | 0,128 0,046] 46.5 
18 Mensch A 11,65 -- 0,130) — 
% B — 36,1 | 0,122; — 




















Aus den Bestimmungen geht also hervor, daS der Zucker 
nicht bei den Auswaschungen der Blutkérperchen mit Salz- 
lésung herausdiffundiert, was man auch erwarten konnte, 
da der Zucker bekanntlich fiir die Lipoidmembran im- 
permeabel ist. 

Wenn wir gefunden haben, daS die Blutkérperchen keinen 
Traubenzucker enthalten, wird dies durch die Untersuchungen 
von Rona und Déblin gewissermaBen bestatigt. Ihre Ver- 
suche Nr. 6 bis 12 haben naémlich folgendes ergeben. 
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| Tabelle IV. 
Zuckergehalt 
| Versuch-Nr. im Serum in den Blutkérperchen 
a 
6 1,106 (?) 0,035 
7 0,099 0,00 
x 0,121 0,08 
9 0,099 0,00 
| 10 0,046 0,08 
11 0,090 0,00 
12 0,164 0,03 





In anderen Versuchen, ebenso in den friiheren Versuchen 
von Michaelis und Rona wurde aber fiir die Blutkérperchen 
ein betrichtlicher Zuckergehalt nachgewiesen. Da man nun 
kaum annehmen darf, daB die Blutkérperchen bald Zucker 
und bald keinen Zucker enthalten, bleibt nur die Annahme 
iibrig, daB die Methodik von Michaelis und Rona zur Ent- 
scheidung dieser Frage unbrauchbar ist, was wir schon friiher 
aus anderen Griinden dargetan haben. 





—s 

















Uber die Beeinflussung des Eisenstoffwechsels durch die 
organischen Nahrungskomponenten und die Darreichung 
von Eisenpraparaten. 

Von 
Martin Kochmann. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 12. August 1911.) 
Mit 1 Tabelle. 


In einer Reihe von Arbeiten’), die ich in dieser Zeitschrift 
zum Teil in Gemeinschaft mit E. Petzsch veréffentlichte, wurde 
gezeigt, daS der Kalkstoffwechsel des in seiner Bewegung be- 
schrankten erwachsenen Hundes durch die Art und Menge der 
Nahrung in hohem Maf8e beeinfluBt wird. Diese Beeinflussung 
macht sich nach der Richtung hin geltend, daB die Zulage 
von EjiweiB, Kohlenhydraten und besonders Fett zu der ur- 
spriinglichen Nahrung die Kalkbilanz schadigt. Die Darreichung 
von ldéslichen und unléslichen Kalksalzen konnte diese un- 
giinstige Wirkung der organischen Nahrungskomponenten auf 
die Bilanz ausgleichen. 

Es lag nun nahe, die Verhaltnisse des Eisenstoffwechsels 
in gleicher Weise der experimentellen Untersuchung zu unter- 
ziehen. Der Gedanke, der mich dabei leitete, war der, durch 
eine solche Untersuchung méglicherweise Ergebnisse zu erzielen, 
die fiir die Pathogenese verschiedener Animien von Wichtigkeit 
sein kénnten. Ich will gleich hier erwihnen, daB die folgenden 
Experimente nicht viel mehr als tastende Versuche darstellen. 

Die Fragestellung war folgende: Wird der Eisenstoffwechsel 
durch die organischen Nahrungskomponenten beeinfluBt, und 
in welchem Sinne macht sich diese Wirkung geltend? Gleich- 
zeitig sollte untersucht werden, ob bei verhaltnismaBig eisen- 


1) M. Kochmann, diese Zeitschr. 31, 361, 1911. — M. Koch- 
mann und E. Petzsch, ebenda 32, 10 u. 27, 1911. 























M. Kochmann: Beeinflussung des Eisenstoffwechsels. 269 


armer Kost die Eisenbilanz negativ wiirde und medikamentés 
zugefiihrtes Eisen auf sie eine Wirkung ausiiben kénnte. 
Literaturangaben eriibrigen sich, weil meines Wissens der 
erste Teil der Frage noch nicht Gegenstand experimenteller 
Untersuchung gewesen ist und die anderen einschligigen Fragen 
sowohl in den Lehr- und Handbiichern von Albu-Neuberg’) 
und v. Noorden?), wie in dem Sammelreferat von J. Meinertz*) 


hinreichend besprochen sind. 

Zu den Stoffwechselversuchen wurden Hunde verwandt. Sie wurden 
in einen groBen Stoffwechselkafig gebracht, der, von runder Form, 75 cm 
im Durchmesser und 60 cm an Héhe maB. Der ganze Kafig war aus 
verzinntem Kupfer hergestellt. Urin und Kot wurden in der iiblichen 
Weise gesammelt. Als Nahrung wurde den Hunden Pferdefleisch gereicht, 
das wie friiher, in groBen Mengen beschafft, fein zermahlen und in Glas- 
biichsen gefiillt wurde. Diese wurden luftdicht verschlossen und sterilisiert. 

Zu der Fleischkost, die z. T. in wechselnden Mengen gereicht wurde, 
konnten Zulagen von Fett und Starke hinzugefiigt werden. Die Starke 
war mit verdiinnter Salzsiure gewaschen und auf diese Weise kalk- und 
eisenfrei gemacht worden, so daB selbst Mengen von 30 g Starke nicht 
mehr meSbare Spuren dieser beiden Substanzen enthielten. Auch das 
verfiitterte Fett wies einen Eisengehalt nicht auf. Die Starke wurde 
teils roh (Vers. 1), teils als Kleister, das Fett in rohem Zustande ver- 
abreicht. Im Harn und Trockenkot wurde der Stickstoff nach Kjel- 
dahl, das Eisen nach A. Neumann jodometrisch bestimmt. Es wurden 
mindestens je 2 Kontrollanalysen gemacht, das Mittel findet sich in den 
Tabellen. Zu der Stickstoffanalyse im Urin wurden gewoéhnlich 5 ccm, 
im Kot 0,5 oder 1 g verwandt. Die Eisenbestimmung wurde in 300 ccm 
Urin und in 1 g Kot vorgenommen. Die Abgrenzung des Kotes geschah 
durch Kork- und Kautschukstiicke, die in Salzsiure gewaschen worden 
waren, 

Versuch l. 

Zusammensetzung der Nahrung: 100 g Pferdefleisch ent- 
halten 3,5420 g Stickstoff und 7,45 mg Fe = 10,642 mg Fe,O, 
(siehe Tafel, Tab. I). 

Wir ersehen aus dieser Tabelle, daB in der 1. Periode von 5 Tagen 
der Hund Stickstoff ansetzte und trotz der ziemlich erheblichen Einfubr 
von 18,63 mg Fe — 26,61 mg Fe,0, mehr Eisen ausschied als er einnahm, 
so daB die Bilanz, wenn auch nur in geringem MaBe, negativ war. Auch 
in der 2. Periode sind die Verhiltnisse abnliche. In der 3. Periode wird 


1) A. Albu und C. Neuberg, Physiologie und Pathologie des 
Mineralstoffwechsels. Berlin 1906. 

2) C. v. Noorden, Handb. d. Pathol. d. Stoffw. Berlin 1906. 

3) J. Meinertz, Uber den Eisenstoffwechsel. Centralbl. f. d. ges. 
Physiol. u. Pathol. d. Stoffw. 2, 652 u. 689, 1907. 








270 M. Kochmann: 


dem Hunde mehr Fleisch gereicht und mit dem Fleisch werden 9,17 mg 
Eisen — 13,1 mg Fe,O, mehr eingefiihrt als vorher. Diese Menge kommt 
aber nicht vollkommen zum Ansatz. In Periode Nr. 4 wird dem Tiere 
aus anderen Griinden phosphorsaurer Kalk gereicht*). Bei gleichbleiben- 
der Stickstoffretention wird die Eisenbilanz negativ. In Periode 5 und 6 
konnte der Kot nicht abgegrenzt werden, und da die Nahrung in diesen 
beiden Perioden nicht gleichmaBig war, so lassen sich aus ihnen keine 
Schliisse ziehen. AuBerdem wurde die Staérke roh gegeben, was sicher 
unzweckmiBig ist, da sie zum Teil nicht resorbiert wurde und demnach 
keine Wirkung entfalten konnte. In den folgenden Perioden bleibt die 
Eisenbilanz negativ und erreicht in der letzten Periode bei Zulage von 
40 g Fett den Wert von 9,08 mg Fe = 12,97 mg Fe,0,. Es hat also 
den Anschein, als ob in diesem Versuche die Fettzulage die Eisenbilanz 
starker negativ gestalte als vorher. Doch sind in dieser Hinsicht bindende 
Schliisse noch nicht zu ziehen. 

Soviel aber geht doch aus diesem Versuche hervor, daB bei der 
verabreichten Nahrung von 250 bzw. 400 g Pferdefleisch die mit der 
Nahrung eingefiihrten Eisenmengen nicht ausreichen, um den Eisen- 
stoffwechsel zu bilanzieren. Auffallend ist es auch, daB durch die Mehr- 
einfiihrung von 9,17 mg Fe = 13,1 mg FeO, taglich infolge Erhéhung 
der Fleischration um 150 g die Eisenbilanz nur voriibergehend positiv 
wurde und al!lmiblich immer stirkere negative Werte erreichte, obwohl 
man erwarten muBte, daB das mehr eingefiihrte Eisen die urspriingliche 
negative Bilanz ausgleichen wiirde. Sonst ist beziiglich der Verteilung 
des Eisens im Kot und Urin wenig Bemerkenswertes zu konstatieren. 
Die Schwankungen sind unregelmaBig und lassen sich nicht mit Sicher- 
heit auf Verinderungen der Nahrung zuriickfihren. 


Versuch 2. 

Zusammensetzung der Nahrung der Periode 1 bis 7: 100g 
Fleisch enthalten 3,2550 g Stickstoff und 5,87 mg Fe = 8,39 mg 
Fe,O0,; der Periode 8 bis 14: 3,5581 g Stickstoff und 5,334 mg 
Fe == 7,62 mg Fe,O, (siehe Tafel, Tab. II). 

In den ersten beiden Perioden erhalt der Hund 650 g Fleisch und 
200 ccm destilliertes Wasser als Nahrung und retiniert in der 1. Periode 
1,761 g Stickstoff. In der 2. ist er in ungefihrem Gleichgewicht; in 
beiden Perioden retiniert er Eisen, und zwar in ziemlich erheblichem 
MaBe, bei der Retention des Stickstofis weniger als bei der geringen 
negativen Bilanz der 2. Periode. In der 3. Periode bei einer Stirke- 
zulage von 50 g ist die Stickstoffbilanz positiv, aber die Eisenbilanz wird 
stark negativ, —27,79 mg Fe,O,. In der 4. Periode tritt bei Fortfall 
der Stairkezulage wieder nahezu Stickstoffgleichgewicht ein, die Eisen- 
bilanz geht aber trotzdessen zuriick, auf —3,97 mg Fe,0,, bessert sich 
also um rund 24 mg fiir den Tag. In der niachsten Periode wird Fett 


1) Es handelt sich nimlich um denselben Hund Nr. 4, der in den 
Kalkversuchen bereits aufgefiihrt ist. 
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tugelegt. Die Folge ist eine stark positive Stickstoffbilanz, und trotz- 
dem eine VergréBerung der negativen Eisenbilanz um nahezu 5 mg Fe,03. 
In der Periode Nr. 6 fallt die Fettzulage weg, die Stickstoffbilanz wird 
schwicher positiv, aber die Eisenbilanz bessert sich um 15 mg taglich. 

Periode 7 weist eine sebr starke positive Stickstoffbilanz auf 
(+- 2,482 g N), da wiederum 50 g Starke zu der urspriinglichen Nahrung 
zugelegt wird. Zunahme des Kérpergewichts ist die Folge. Fiir die 
Eisenbilanz ist demnach eine weitere Retention zu erwarten, aber sie 
sinkt um 5,3 mg gegen die Vorperiode. In Periode Nr. 8 wird 50 g Fett 
und 50 g Starke gereicht, das K6érpergewicht nimmt um 450 g zu, die 
N-Retention und wohl der gleichzeitige Ansatz betrigt 2,75 g N pro 
Tag. Die Fe,O,-Bilanz geht weiter zuriick und betraégt nur noch 
+-0,83 mg Fe,O, taglich. 

Es ist zweifellos, daB8 der retinierte Stickstoff in diesen 
Perioden auch angesetzt wird, wenigstens spricht die Zunahme 
des Kérpergewichts dafiir. Mit diesem organisierten Stickstoff 
miiBte demnach auch Eisen — als Gewebseisen — zum Ansatz 
kommen. Es kann natiirlicherweise nichts dariiber ausgesagt 
werden, in welcher Form und Menge das Eisen retiniert und 
eventuell angesetzt wird. Aber die einfachen Eisenbilanzen 
geben uns sicher kein ganz richtiges Bild von dem wirklichen 
Eisenstoffwechsel. Um sich dieses zu verschaffen, wire es 
notig, den Eisenstoffwechsel bei N-Gleichgewicht zu unter- 
suchen, eine Forderung, die bei der Anlage meiner Versuche 
natiirlicherweise nicht erfiillt werden kann. 

Man kénnte daran denken, die absolute Eisenbilanz auf- 
zustellen, indem man bei N-Ansatz die Mengen Eisen, die vor- 
aussichtlich mit dem EiweiB angesetzt werden, bei den ge- 
fundenen Zahlen der Fe,O,-Bilanz mit negativem Vorzeichen 
oder bei N-Verlust mit positivem Vorzeichen in Rechnung setzt. 
Da wir jedoch nicht wissen, welche Mengen Eisen mit dem 
retinierten Stickstoff im einzelnen Falle retiniert werden, vielleicht 
zum Ansatz gelangen, so lassen sich kaum anniahernd richtige 
Berechnungen aufstellen. Die Méglichkeit, eine ,,absolute Eisen- 
bilanz‘‘ in Analogie zu einer ,,absoluten Kalkbilanz“ aufzu- 
stellen‘‘, schien mir auch wegen der Kleinheit der Zahlen, mit 
denen wir es iiberhaupt zu tun haben, nicht vorhanden zu 
sein. Man sieht aber auch schon aus der einfachen Bilanz, 
da8 die Zulage von Starke und Fett selbstverstandlich Retention 
und Ansatz von Stickstoff bedingt, aber die Eisenbilanz negativ 
oder weniger positiv gestaltet als vorher. 








M. Kochmann: 


to 
~J] 
to 


Es versteht sich von selbst, daB eine direkte Proportio- 
nalitat zwischen Fett- oder Starkezulage und der Abnahme der 
Eisenretention bei so komplizierten Vorgingen, wie sie im 
Stoffwechsel obwalten, nicht statthaben kann. Auch sind die 
Schwankungen verhaltnismaBig geringe, so daB ich dieses Ver- 
halten des Eisenstoffwechsels nur dahin prazisieren méchte: Es 
hat den Anschein, als ob die Fe,O,-Bilanz durch die organi- 
schen Nahrungskomponenten, Eiwei8, Fett und insbesondere 
Starke ungiinstig beeinfluBt wiirde und hier ahnliche Vorgange 
sich abspielten wie beim Kalkstoffwechsel. 

Im zweiten Teil des Versuchs wurden Eisenpraparate in therapeuti- 
schen Dosen zu einer konstanten Nahrung, aus Fleisch, Starke und Fett 
bestehend, zugelegt. Es kamen drei Priparate zur Verwendung: ein 
anorganisches Eisenpraiparat, phosphorsaures Eisenoxyd, FePO,!), dann 
das Ferratin®), der Typus eines organischen Eisenpriparats, und ein 
Priiparat, das wohl in der Mitte zwischen beiden steht, das Metaferrin*), 
der Fabrikname fiir ein aus Casein, Metaphosphorsaéure und Eisenoxyd- 
salzen hergestelltes Priparat, das in kiinstlichem Magensaft nicht lés- 
lich ist. Die Gaben wurden so gewahlt, daS der tagliche Eisengehalt 
der verabreichten Dosis bei allen Priparaten ungefaihr derselbe war. 
Es ergibt sich aus der Tabelle, da8 in den Perioden, in denen die 
Eisenpraparate gereicht wurden, die Bilanz ziemlich erheblich positiv ist. 
In den Nachperioden bleibt sie nach Verabreichung des Ferratins und 
des Metaferrins ebenfalls positiv, nur in der Nachperiode des phosphor- 
sauren Eisens wird sie negativ. Die stairkste Retention wird in diesem 
Versuch durch die Zulage des Ferratins erzeugt; die geringste bei Dar- 
reichung des Metaferrins. 

Rechnet man die Eisenperiode und ihre Nachperiode zusammen, 
so ergibt sich, da8B nach Verabreichung von Ferratin 39,05 mg Fe,0, 
retiniert werden; bei Verabreichung von Metaferrin 26,97 mg, und nach 
Eingabe des phosphorsauren Eisens nur 13,46 mg Fe,0;. Man gewinnt 
demnach den Eindruck, als ob Ferratin und Metaferrin besser als das 
anorganische Eisen retiniert wiirden. 

Ob aber dieses Verhalten der drei untersuchten Eisen- 
praparate ein gesetzmaBiges ist, sollte durch einen weiteren 
Stoffwechselversuch gepriift werden. 


Versuch 3. 
Zusammensetzung der Nahrung: 100g Pferdefleisch enthalten 
3,4773 g N, 5,052 mg Fe oder 7,22 mg Fe,O, (s. Tafel, Tab. IIT). 


1) Das phosphorsaure Eisen wurde der bequemen Dosierung wegen mit 
Starke im Verhiltnis von 1: 4 gemischt. Fe-Gebalt der Mischung 52927 °/,. 

*) Ferratin. Fe-Gehalt 5,180°/,, N-Gehalt 10,094°/,. 

3) Metaferrin. Fe-Gehalt 9,65°/,, N-Gehalt 9,142°/,. 





























Beeinflussung des Eisenstoffwechsel 273 





Es ergibt sich aus der Tabelle III, daS das Versuchstier bei einer 
Nahrung von 345g Fleisch, 50 g Fett und 50 g Starke in den ersten 
beiden Perioden eine geringe negative Stickstoffbilanz aufweist und die 
Eisenbilanz in geringem MaBe positiv in Periode 1 und negativ in 
Periode 2 ist. 

Die Zulage der drei Eisenpréparate bedingt jedesmal ein mehr oder 
weniger starkes Positivwerden der Eisenbilanz. Nach Verabreichung von 
phosphorsaurem wisenoxyd ist die positive Bilanz am héchsten, nach 
Verabreichung von Ferratin am schwichsten, das Metaferrin steht in der 
Mitte. In der Nachperiode ist die Eisenbilanz bei allen drei Priparaten 
negativ, am meisten beim phosphorsauren Eisen, am geringsten beim 
Ferratin. Bei allen drei Priparaten wird das in der Eisenperiode ver- 
fiitterte Eisen in der Nachperiode nahezu vollstandig wieder ausgeschieden, 
beim phosphorsauren Eisen wird sogar mehr ausgeschieden als vorher 
retiniert wurde. Dabei hat zweifellos eine Resorption des Eisens statt- 
gefunden, da sonst die Bilanz in den Eisenperioden nicht positiv hitte 
werden kénnen. 

Es steht in diesem Versuch also das Ferratin beziiglich der Re- 
sorption und der Retention an letzter Stelle, wahrend das phosphorsaure 
Eisenoxyd in der Eisenperiode besser retiniert wurde. Das Metaferrin 
halt auch hier die Mitte zwischen beiden Praparaten. 

Bei einer Zusammenstellung dieses und des vorigen Versuchs ergibt 
sich, daB ein wesentlicher Unterschied zwischen den einzelnen Praparaten 
beziiglich der Resorption und Retention nicht besteht; denn war im 
ersten Versuch das Ferratin das giinstigste, so nahm es im letzten 
Versuch die ungiinstigste Stellung ein. 

Die Versuche zeigen von neuem, da8 sowohl anorganisches 
wie organisches Eisen ohne besondere Unterschiede resorbiert 
und retiniert werden kénnen. 

Einen Einflu8 des medikamentés in therapeutischen Dosen 
verabreichten Eisens auf den Stickstoffwechsel kann man vielleicht 
aus den Zahlen der Versuche herauslesen; denn in Versuch 2 wird 
die Stickstoffbilanz bei Darreichung von Metaferrin noch viel mehr 
positiv als vorher und bleibt auch in demselben MaBe positiv, als 
Ferratin gegeben wird. In der Periode, in der FePO, verabreicht 
wird, ist die N-Bilanz in geringem MaBe negativ, um erst wieder 
in der Nachperiode einen positiven Wert zu erreichen. 

In Versuch 3, in dem phosphorsaures Eisen zuerst gereicht 
wird, bleibt die N-Bilanz negativ und wird erst bei Eingabe 
des Metaferrins positiv. Wahrend der Ferratinzulage ist die 
N-Bilanz ebenfalls, wenn auch schwacher, positiv. 

Ob das eine oder andere der untersuchten Praparate 
klinisch den Vorzug verdient, laBt sich aus den Stoffwechsel- 








a 


; 
* 


te 
4 
4 


ager 
haar 


274 M. Kochmann: Beeinflussung des Eisenstoffwechsels. 


versuchen nicht erkennen. Dies zu entscheiden, ist Sache des 
Klinikers. 

Da aus den eben mitgeteilten Versuchen die Tatsache her- 
vorzugehen scheint, daB die Zulage von Eiwei8, Fett und be- 
sonders Kohlenhydraten zu der urspriinglichen Nahrung eine 
Schidigung des Eisenstoffwechsels bedingt, so kann man sich 
wohl die Frage vorlegen, ob nicht dhnliche Verhiltnisse in 
der Pathogenese mancher Animien des Menschen, eine gewisse 
Rolle spielen kénnten. Ich denke dabei besonders an die 
Animie iiberernihrter Kinder und vielleicht auch an manche 
Formen der Chlorose. 

In einer anderen Hinsicht kénnten meine Versuche ein 
gewisses Interesse beanspruchen. Sie zeigen, daB es gelingt, 
durch besondere Verinderungen der Nahrung Stérungen des 
Eisenstoffwechsels hervorzurufen, die sich experimentell-thera- 
peutisch beeinflussen lassen. 

Die Ergebnisse der vorstehenden Versuche kénnen in 
folgenden Satzen zusammengefaBt werden : 

1. Es hat den Anschein, als ob die Zulage von Kohlen- 
hydraten und Fett zu der urspriinglichen Nahrung und die 
Darreichung von Eiwei8 die Eisenbilanz beim erwachsenen, im 
Stoffwechselkifig befindlichen Hund ungiinstig beeinflu8t. Ob 
diese Einfliisse auch beim Menschen in Frage kommen, miissen 
diesbeziigliche Versuche ergeben. 

2. Der Eisenstoffwechsel ist demnach abhangig von der 
Menge des in der Nahrung vorhandenen Eisens, von dem Ge- 
websaufbau oder Zerfall, sowie der unter 1. geschilderten Ver- 
haltnisse. 

Der Minimalbedarf an Eisen ist also von der Art und 
Menge der Nahrung in hohem Grade abhangig. . 

3. Die Darreichung von Ferratin, Metaferrin und phos- 
phorsaurem Eisenoxyd kann die vorher negative oder schwach 
positive Bilanz im Sinne einer Retention giinstig beeinflussen. 

4. Ein wesentlicher Unterschied in der Wirkung der drei 
untersuchten Priiparate auf den Eisenstoffwechsel konnte nicht 
konstatiert werden. 

5. Dagegen scheinen in den Versuchen Metaferrin und 
Ferratin den EiweiBstoffwechsel giinstig zu beeinflussen, was 
das anorganische Eisenpraparat nicht tut. 
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versuchen nicht erkennen. Dies zu entscheiden, ist Sache des 
Klinikers. 

Da aus den eben mitgeteilten Versuchen die Tatsache her- 
vorzugehen scheint, daB die Zulage von Eiwei8, Fett und be- 
sonders Kohlenhydraten zu der urspriinglichen Nahrung eine 
Schadigung des Eisenstoffwechsels bedingt, so kann man sich 
wohl die Frage vorlegen, ob nicht &hnliche Verhiltnisse in 
der Pathogenese mancher Animien des Menschen, eine gewisse 
Rolle spielen kénnten. Ich denke dabei besonders an die 
Anamie iiberernihrter Kinder und vielleicht auch an manche 
Formen der Chlorose. 

In einer anderen Hinsicht kénnten meine Versuche ein 
gewisses Interesse beanspruchen. Sie zeigen, daB es gelingt, 
durch besondere Verinderungen der Nahrung Stérungen des 
Eisenstoffwechsels hervorzurufen, die sich experimentell-thera- 
peutisch beeinflussen lassen. 

Die Ergebnisse der vorstehenden Versuche kénnen in 
folgenden Satzen zusammengefaBt werden: 

1. Es hat den Anschein, als ob die Zulage von Kohlen- 
hydraten und Fett zu der urspriinglichen Nahrung und die 
Darreichung von EiweiS die Eisenbilanz beim erwachsenen, im 
Stoffwechselkafig befindlichen Hund ungiinstig beeinfluBt. Ob 
diese Einfliisse auch beim Menschen in Frage kommen, miissen 
diesbeziigliche Versuche ergeben. 

2. Der Eisenstoffwechsel ist demnach abhangig von der 
Menge des in der Nahrung vorhandenen Eisens, von dem Ge- 
websaufbau oder Zerfall, sowie der unter 1. geschilderten Ver- 
haltnisse. 

Der Minimalbedarf an Eisen ist also von der Art und 
Menge der Nahrung in hohem Grade abhangig. , 

3. Die Darreichung von Ferratin, Metaferrin und phos- 
phorsaurem Eisenoxyd kann die vorher negative oder schwach 
positive Bilanz im Sinne einer Retention giinstig beeinflussen. 

4. Ein wesentlicher Unterschied in der Wirkung der drei 
untersuchten Priparate auf den Eisenstoffwechsel konnte nicht 
konstatiert werden. 

5. Dagegen scheinen in den Versuchen Metaferrin und 
Ferratin den EiweiBstoffwechsel giinstig zu beeinflussen, was 
das anorganische Eisenpraparat nicht tut. 
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‘N- Stoffwechsel in 1B Fe-Stoffwechsel in mg 





|Gesamtausscheidung | ‘Einnahme Bilanz ‘Urinausscheidg. | Kotausscheidung Geeamtauscheidg. Einnahme Bilanz 
1 | Periode | taglich | _Periode _|tagtich| Periode | taglich Periode taglich Periode tiiglich) Periode |tiglich Periode'taglich| Periode | tiaglich 
34,289 6,858 44, 275 8,855 +9 985) + 1,997 12, 82 | 2,56 88,01 17,60; 100,83 | 20,17 93,13 | 1863| — 7,70 —154 
43,380 8,676 44.275 | 8,855 +0,894 +0,179 9,20 1,84 90,95 18,19; 100,15 20,03 93,13 | 1863) — 702 —1,40 
65,314 13,063 70,840 (14,168 + 5,526 + 1,105 48,44 9,69 74,53 14,91 122.97 24,59 149.00 | 2980 +2603 +6521 
64,592 12,918 70,840 14,168 + 6,247 + 1,249 16,34 3,27 137,75 27,55) 154,09 30,82 149,00 | 29,80 5,09 1,02 


, 14,168 (| 1635 | 409). fg Ie onf| 29,80 is 
125285 13921 127,512 {|14.168 \4 2,227 +0247 {] 3433 | o'98 \ 202,53 22,50 | 233,76 25,97 268,20 | 59's0 143444 43,83 


. 71,636 14,327 70,840 14,168' —0,796 — 0,159 46,21 9,24 127,10 25,42 173,31 34,66 149,00 | 29.80 24,31 — 4,86 
69,951 13,990 70,840 (14,168 +0,889; + 0,178 13,53 2,71 167,70 | 33,54 181,23 36,25 149,00 29,80 | — 32,23 - 6,45 
55,464 13,866 56,672 (14,168) + 1,208 + 0,302 11,55 2,89 173,76 | 43,44 185,31 46,33 119,20 29,80, — 36,31 ~ 9,08 


In Fe,O, umgerechnet: 








18,31 3,66 125,73 25,14 144,04 28,81 133,04 2661; —11,0 22 
13,14 2,63 12993 25,99 143,07 28,61 133,04 2661) — 10,03 2.0 
69,20 13,84 105,47 21,30 175,67 35,13 | 21286 4257) +37,19 | + 7,44 
23,34 4,67 196,76 39,36 220,13 44,03 21286 4257) — 7,27 1,46 
23,36 5,84 ‘ f 42,57 |) “ 
21°26 426 \ 289,33 32,14 333,94 37,10 383,141 4o'57 $+49,2 | + 5,47 
66,01 | 13,20 181,57 36,31 247,59 4951 21286 4257: —34,73 — 6,94 
19,33 3,87 239,57 47,91 258,90 51,79 21286 42.57 —46.04 | — 921 
16,50 | 4,13 248.23 | 62,06 26473 66,19 17029 42.57 -51,87 | —12,97 
; “— Fe- Stoffwechsel in mg aii ae Fe,0,-Stoffwechsel 
z Urinausscheidg. \Kotausschdg. ——, | ‘Einnahme Bilanz Urinausscheidg. Kotausschdg. .. Einnahme Bilanz 


tagl. Periode| tagl. Periode| tagl. | ‘Periode| tagl. Periode| | tag. Periode tagl. Periode tiigl.| Periode tig]. Periode} tigl. Periode) tagl., Periode | tiigl. 


1,761 H, 16 2,79 95,24 23,81 106,40 26, 60 152,62 38, 16 + 46,22 + 11,56 15,94 3,99. 136,06 34,01 152,00 38,0 | 218,03 54,51\4+ 66,03 + 16,51 
0,.077| 12.17 | 3,04 70,91 17,73! 83,08 20,77) 152,62 38,164 69,54 + 17,39] 17,39 4,34, 101,30 25,33 118,69 29,67 218,03 54,51\+ 99,34 + 24,84 
0,896] 12,84 3,21 | 217,57 | 54,39 230,41 (57,60, 152,62 |38,16|\— 77,79,\— 19,45] 18,34 4,59) 310.81 77,70) 329,16 82,29 218,03 54,51'\— 111,13 — 27,79 
0,069} 8,42 2,11 | 155,32 38,83 163,74 40,94) 152,62 38,16— 11,12— 2,78] 12.03 3,01 221,89 55,47 233,91 58,49 218,03 54,51— 15,89 — 3,97 
1,984} 5,41 | 1,35) 171,09 | 42,77 176,50 44,12 152,62 38,16\— 2388— 5,97] 7,73 1,93 244,41 61,10 252,14 63,03 218,03 54,51— 34,11 — 8,53 
0,657} 8,81 | 2,20) 121,78 | 30,45 130,59 32,65, 152,62 38,16+ 22,03+ 5,51] 12,59 | 3,14 173.97 43,50 186,56 46,64 218.03 54,514 31,47 + 7,87 
2,482} 4,67 1,17 140,73 | 35,18) 145,40 36,35) 152,62 3816+ 7,22+ 1,81] 6,67 | 1,67 201.04 50,26) 207,71 51,93 218,03 54,51\+ 10,31 4+ 2,59 
2.750} 7,45 | 1,86) 128,92 | 32,23 136,37 |34,09, 138,68 3467+ 2,314 0,58] 10,64 2,66 184,17 411,04, 194,81 48,70 198,11 49.534 3,30 4+ 0,83 
4,419| 3,86 | 0,97 | 222,00 | 55,75 226,86 56,72, 254.48 63,62\+ 27,62+ 6,90] 551 1.39 318,57 79,64 324,09 81,03 363,54 90,894 39,46 + 9,86 
5,611 3,00 |0,75| 87,75 21,94 90,75 22,69 138.68 34,67\+ 47,934 11.98] 4,29 1,07 125,36 31,33, 129,64 32,41, 198,11 49,534 68,47 417,11 
4.236} 3,16 | 0,79! 117,42 | 29.36 120,58 30,15, 221,56 55,39 + 100,98 + 25,24) 4,51 1,13 167,74 41,94 172,26 43,07, 316,51 79,13 + 144.26 + 36,06 
6,298} 5,73 | 1,43) 124,50 | 31,13 130,23 32,56) 138,68 34,6714 845+ 211] 819 | 2,04 177,86 4447 186,04 46,51) 198,11 49.534 12,07/4+ 3,01 
0,579} 4,12 | 1,03) 150,21 | 37.55 154,33 38,58 202,19 5055+ 47,86\4+11,97] 5.89 | 1,47 214.59 53,64) 220,47 55,11) 288,84 72,214 68,37 + 17,10 
-3,009| 5,44 | 1,36) 143,43 | 35,86, 148,87 |37,22 138,68 34,67— 10,19— 2,55} 7,77 | 1,94 204,90 51,23 212,67 53,17) 198,11 49,53 — 14,56 3,64 














N-Stoffwechsel Fe-Stoffwechsel 


5 Gesamtausscheidung| Einnahme Bilanz Urinausscheidg. | | Kotausscheidung Gesamtausschdg.. Einnahme Bilanz 
1 | Periods taglich | | Periode taglich| Periode | oe i | Periode a en Periode |taglich| Periode |taglich| Periode|taglich Periode | tiglich 


37, 329 12,443 | 35, 990 11,997; — 1,339 | — 0,446 1,55 0, 52 | 39, 15 13.05 40.76 13,57) 52,29 | 17,43 +1159 | + 386 °" 
38,057 12,685 35,990 | 11,997) — 2,067 | — 0,689 2,44 0,81 | 87,31 | 29,10 89,75 29,91 | 52,29 | 17,43 37,46 12,49 (8)"" 
38,376 12,792 | 35,990 11,997) — 2,386 — 0,795 1,12 0.37 | 68,29 | 22,76; 69,41 | 23,14 131,67 | 43,89 +6226 | +2075 ° 
37,054 12,352 35.990 11,997) — 1,064 | — 0,355 1,85 0,62 | 117,32 | 39,11 | 119.17 | 39,73 | 5229 | 17,43 | — 66,88 22,29 
34,312 11.437 | 36,072 | 12,024; + 1,760 + 0.587 2,35 0,78 95.87 31,96 98,22 32,74 139,14 4638 +4092 + 13,64 
33,759 11,253 35,990 , 11,997, + 2,231 | + 0,744 2,29 0,76 | 87,71 | 29,24 90,00 | 30,00 52,29 17,43 37,71 - 12,57 
35,967 11,989 36,141 | 12,024) + 0,174 | + 0,058 5,50 183 | 121,80 | 4060) 127,30 4243 140,55 4685 +1325 + 442 
35,764 11,922 35,990 | 11,997) + 0,226 | + 0,075 1,99 0,66 56,74 18,91 58,73 19,57 52,29 | 17,43 — 6,44 2,14 


In Fe,0, umgerechnet: 
2,21 0,74 55,93 | 18,64 58,14 19,39 7470 | 24,90! +1656 | + 551 
3,49 116 | 124,73 | 41.57 12821 42,73 74,70 | 24,90 53,51 17,84 
1,60 0,53 97,56 | 32,51 99.16 33,06 188,10 | 62,70 +8894 + 29,64 
2,64 0,89 ' 167,60 655,87) 170,24 656,76 74,70 | 24,90 | —95,54 31,84 
3.36 111 136,96 45,66 14031 46,77 198,77 | 6626 +5846 +1949 
3,27 109 125,30 41,77 12857 4286 74,70 | 2490 | — 53.87 17,96 
7,86 261 174,00 58,00 181,86 | 60,61 200.79 | 66.93 41893 + 631 
2,84 0,94 81.06 27,01 83,90 | 27,96 74,70 | 24,90 — 9,20 3,06 
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Uber den Mechanismus der antagonistischen 
Salzwirkungen. 


Von 
Jacques Loeb. 


(Aus dem Rockefeller-Institut, New York.) 
(Eingegangen am 16. August 1911.) 


Es war die Absicht, in dieser Reihe von Versuchen’) u. a. 
auch den Mechanismus der antagonistischen Salzwirkungen auf- 
zukliren. Es entsteht die Frage: ist dieser Mechanismus iiberall 
der gleiche? Bei der Entgiftung der Saéure durch Salze, die 
in der letzten Abhandlung besprochen wurde, ist dieser Mecha- 
nismus relativ durchsichtig, da die Versuche von Prokter an 
Gelatine hier keinen Zweifel lassen, daB es sich um eine Modifi- 
kation der Saurewirkung auf Proteine durch Salze handelt*). Das 
Zusammenwirken beider Substanzen hindert eine Zustands- 
anderung der EiweiSkérper, die durch Saure allein eintreten 
wurde. Nach Pauli wiirde die Saéure eine Zunahme der Zahl 
der EiweiBionen (durch Salzbildung mit dem schwach basischen 
EiweiBmolekiil) bedingen, wahrend das Salz diese Wirkung 
hindert*). Speziellere Annahmen brauchen wir einstweilen iiber 
diesen Fall nicht zu machen. 

Wie aber la8t sich mit einem so durchsichtigen Beispiel 
die in der Biologie universelle Erscheinung vergleichen, daB die 
Mischung von NaCl, KCl und CaCl, in bestimmtem Verhiltnis 


1) Loeb und Wasteneys, diese Zeitschr. 31, 450; 82, 155, 308; 
33, 480, 489. 

2) Prokter, Kolloidchemische Beihefte 2, 243, 1911. 

8) Zunahme der Zahl der EiweiBionen ist nach Pauli die Ursache 
versuchter Quellbarkeit, erhdhter Alkoholléslichkeit, erhéhter innerer 
Reibung und anderer physikalischer Anderungen, die gewdhnlich parallel 
gehen. Pauli und Handovsky, diese Zeitschr. 24, 239, 1910. 
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eine lebenserhaltende Wirkung ausiibt? Wir finden vielleicht 
die Ubereinstimmung, wenn wir den Begriff der ,,Gerbung“ 
einfiihren. Zur Erhaltung des Lebens ist es nétig, daB die 
Oberflachenlamelle der Zellen oder Organismen einen bestimmten 
Grad der Durchgingigkeit, besser relativer Undurchgingigkeit 
besitzt, ahnlich (wenn auch in geringem Grade) wie feuchtes 
Leder. Fiir den Antagonismus oder richtiger das Zusammen- 
wirken von Séure und Salz ist dieser Vergleich ohne weiteres 
durch die Arbeit von Prokter anschaulich geworden, da es 
ja in der Technik eine Form des Gerbens gibt, die auf dem 
Zusammenwirken von Séuren und Salzen beruht. Fiir das Zu- 
sammenwirken von NaCl, KCl und CaCl, 148t sich nun zeigen, 
daB es sich hier auch um eine spezielle Form der ,,Gerbung‘ 
handelt, die aber in der Technik keine Anwendung gefunden 
hat, vielleicht weil die Kolloide, die fiir die Erhaltung des 
Lebens wichtig sind, in derselben Gruppierung in der Technik 
nicht auftreten. 

1. Es ist durch -eine groBe Zahl von Versuchen nach- 
gewiesen, daB die meisten Seetiere nur in einer Mischung von 
angenahert 100 Mol. NaCl, 2,2 Mol. KCl und 1,5 Mol. CaCl, in 
der richtigen Konzentration (ungefaihr ™/,) langere Zeit am 
Leben bleiben. So konnte ich beispielsweise zeigen’), daB ein 
mariner Gammarus in einer mit dem Seewasser isotonischen 
Lésung von Rohrzucker oder NaCl ungefahr ebenso rasch stirbt, 
wie in destilliertem Wasser, nimlich in etwa '/, Stunde. Der 
Zusatz von KCl und CaCl, zum destillierten Wasser oder zur 
Rohrzuckerlésung verlaingert das Leben der Tiere nicht. In 
einer Lésung von NaCl-+-KCl oder einer Lésung von NaCl 
-++- CaCl, sterben die Tiere ebenfalls sehr rasch. Nur in einer 
Mischung von NaCl, KCl und CaCl, in dem Verhaltnis und in 
der Konzentration, in der diese Salze im Seewasser vorhanden 
sind, bleibt das Tier mehrere Tage am Leben. 

2. Die Ansicht, daB die Salze eine Rolle spielen, die der- 
jenigen einer Nahrlésung bei Pflanzen vergleichbar ist, wurde 
widerlegt durch den Nachweis, daB gewisse marine Fische wie 
Fundulus, die in destilliertem Wasser resp. verdiinnter Chlor- 
natriumlésung beliebig lange leben kénnen, rasch sterben, wenn 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 97, 394, 1903. 






































Antagonistische Salzwirkungen. 277 


man sie in eine reine Chlornatriumlésung von derjenigen Kon- 
zentration bringt, in der dieses Salz im Seewasser enthalten 
ist, namlich ™/, bis °/,m. Stellt man Versuche mit den eben 
aus dem Ei geschliipften jungen Fischen an, die eine sehr zarte 
Haut besitzen, so verlaingert der Zusatz von KC! allein oder 
von CaCl, allein das Leben nicht betrichtlich, wahrend die 
jungen Fische in der ™/,-NaCl-Lésung beliebig lange leben 
konnen, wenn man beide Salze, nimlich KCl und CaCl,, zur 
m/,-NaCl-Lésung zusetzt. Solange die Konzentration der NaCl- 
Lésung sehr niedrig ist und ™/, nicht iibersteigt, braucht das 
Tier weder KCl noch CaCl,, nur wenn die Konzentration des 
NaCl diese Konzentration iibersteigt, wird die NaCl-Lésung fiir 
das Tier tédlich'). Ich schlo8 daraus, daB die Lésung der 
drei Salze NaCl -+- KCl-+- CaCl, im angefiihrten Verhiltnis eine 
Schutzlésung, aber keine Nahrlésung ist*). 

Wasteneys und ich haben neuerdings ahnliches auch fiir 
Lésungen von KCl nachgewiesen. Der erwachsene Fundulus 
stirbt rasch in einer Lésung von KCl in der Konzentration, 
in der dieses Salz im Seewasser vorhanden ist (2,2 cem ™/,-KCl 
in 100 ccm der Lésung). Durch Zusatz passender Mengen von 
NaCl oder CaCl, oder von beiden wird die Lésung entgiftet. 

Aus allen bisher mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB 
eine optimale Schutzwirkung nur dann eintritt, wenn alle drei 
Salze NaCl, KCl und CaCl, in dem Verhiltnis zusammenwirken, 
in dem dieselben im Seewasser (und im Blute) vorhanden sind. 

3. Was ist nun der Mechanismus dieser Schutzwirkung der 
drei Salze? Darauf geben die alteren Versuche an den Eiern 
von Fundulus eine Antwort. Das Ei von Fundulus entwickelt 
sich natiirlicherweise im Seewasser, es kann sich aber ebenso 
gut in destilliertem Wasser entwickeln. Bringt man die Eier 
bald nach der Befruchtung in eine ™/,-NaCl-Lésung, so sterben 
sie meist, ohne einen Embryo zu bilden. Bringt man sie aber 
spiter, nach mehreren Tagen, in dieselbe Lésung, so erweist 
sich diese Lésung nicht mehr als schadlich. Vermutlich rihrt 
das daher, daB die Mikropyle einen kolloidalen Pfropf enthialt, 
der durch das Seewasser gedichtet wird. Auf Grund dieser An- 


1) Am. Journ. of Physiol. 3, 327, 383, 434, 1900; 6, 411, 1902. 
2) Arch, f. d. ges. Physiol. 107, 252, 1905, 
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nahme lassen sich die folgenden schon friiher von Gies und 
mir’) publizierten Versuche verstehen. 

Wie erwahnt, ist eine reine ™/,-NaCl-Lésung fiir das frisch 
befruchtete Ei ebenso giftig wie fiir den ausgeschliipften Fisch. 
Aber wahrend man fiir den Fisch die NaCl-Lésung nur durch 
Zusatz von CaCl, und KCl entgiften kann, ist fiir die Ent- 
giftung des Eies CaCl, allein ausreichend. Ja noch mehr, fiir 
die Entgiftung des Eies laBt sich das CaCl, durch die Salze 
vieler anderer zweiwertiger Metalle, wie z. B. BaCl,, ZnSO,, 
essigsaures Blei u. a. ersetzen! Versucht man beim Fisch das 
CaCl, durch ZnSO, oder BaCl, zu ersetzen, so stirbt das Tier 
rascher, als es ohne den Zusatz sterben wiirde. Es scheint 
mir, daB dieser Unterschied in den Bedingungen fiir die Ent- 
giftung des Eies und des ausgeschliipften Fisches den Mecha- 
nismus der antagonistischen Salzwirkungen aufklart: die reine 
m/, oder °/, m NaCl-Lésung tétet das Ei, weil das NaCl rasch 
durch die Mikropyle ins Ei diffundiert. Fiigt man aber ein 
Salz mit zweiwertigem Metall zu, so wird der Kolloidpfropf in 
der Mikropyle durch das Zusammenwirken beider Salze 
fiir die letzteren nahezu undurchgiangig gemacht, und der Embryo 
bleibt am Leben. Die Schutzwirkung oder die antagonistische 
Wirkung beruht auf einer kombinierten Gerbwirkung der beiden 
Salze auf eine kolloide Substanz, die vermutlich in der Mikro- 
pyle liegt. 

4. Der wichtigste Punkt in der richtigen Auffassung 
der hier waltenden Verhaltnisse liegt also in dem 
Nachweis, daB die entgiftende Wirkung nicht durch 
ein Salz, etwa das CaCl, herbeigefiihrt wird, sondern 
durch die Kooperation von zwei Salzen, dem NaCl und 
dem entgiftenden Salz. Dieser Nachweis wurde durch die 
folgenden Versuche gefiihrt. Bringt man die frisch befruchteten 
Funduluseier in eine °/, m NaCl-Lésung, so bildet sich kein 
Embryo. Fiigt man aber 2 ccm ™/,-ZnSO, zu 100 ccm dieser 
Lésung, so kann die Hialfte der Eier Larven bilden. Bringt 
man dagegen die Eier in 2 ccm ™/,-ZnSO, -+ 100 ccm destil- 
liertes Wasser, so bildet sich kein Embryo. Die niedrige Kon- 
zentration der Lésung hat nichts mit diesen Resultaten zu tun, 


1) Loeb und Gies, Arch. f. d. ges. Physiol. 93, 246, 1902. 
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da ja in destilliertem Wasser alle Eier Larven bilden. Es kann 
sich nur darum handeln, da8 durch die kombinierte Wirkung 
von NaCl und ZnSO, die Eihaut, resp. der Kolloidpfropf in 
der Mikropyle fiir beide Salze undurchgingig wird. In 100 ccm 
der Lésung werden 2 com ™/,- ZnSO, durch 98 ccm ™/,- NaCl 
auf diese Weise ,,entgiftet‘‘ und 100 com °/, m NaCl kénnen 
durch */, ccm ™/,-ZnSO, entgiftet werden. 
j 5. Die Arbeiten nun, die Wasteneys und ich im letzten 
Jahre iiber die gegenseitige Entgiftung von NaCl, KCl und CaCl, 
q verdffentlicht haben, weisen darauf hin, daB auch der viel all- 
| gemeinere Fall der lebenserhaltenden Wirkung der drei Salze 
NaCl, KCl und CaCl, in voller Analogie steht mit dem eben 
angefiihrten Beispiel der gegenseitigen ,,Entgiftung‘‘ von ZnSO, 
und NaCl. Wir miissen uns vorstellen, daS allgemein an der 
Oberfliche ein oder wahrscheinlich mehr als ein Kolloid vor- 
handen ist, die durch die kombinierte Wirkung der drei Salze 
den Grad und die Art der Undurchgangigkeit erhalten, der fiir 
die Erhaltung des Lebens nétig ist. Fehlt eins der drei Salze, 
so wird die Durchgangigkeit fiir die iibrigen zwei Salze erhdht, 
und es treten dann die Modifikationen im Ablauf der Lebens- 
erscheinungen ein, die den Gegenstand so vieler friiherer Ab- 
handlungen bilden. Dabei bedarf ein Umstand der Erklarung, 
namlich daB NaCl, KCl und CaCl, gar nicht oder nur in be- 
schranktem Mafe durch die Salze anderer Metalle ersetzbar 
j sind. Die Erklaérung liegt m. E. in zwei Umstanden. Erstens 
andern die EiweiBsalze ihren physikalischen Charakter je nach 
der Natur des Kations oder des Anions, mit dem sie in Ver- 
bindung treten. Zweitens ist die Oberflichenlamelle nicht 
absolut undurchgingig fiir Salze, sondern nur schwer durch- 
gangig. Es dringen also die Salze der umgebenden Lésung, 
wenn auch langsam, in die Zelle ein. Vielleicht ist fiir die 
Kombination NaCl, KCl und CaCl, die Geschwindigkeit des 
Eindringens ein Minimum. 
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Die Abhangigkeit der Trypsinwirkung von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Leonor Michaelis und Heinrich Davidsohn. 
(Aus dem biologischen Laboratorium des stadt. Krankenhauses 
am Urban in Berlin.) 
(Eingegangen am 21. August 1911.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Die Auffassung der Fermente als Elektrolyte, deren Disso- 
ziation in gewéhnlicher Weise dem Massenwirkungsgesetz unter- 
liegt, hat uns schon zu fruchtbaren Folgerungen fiir das Ver- 
stindnis der Fermentwirkung gefiihrt. Zuerst konnten wir 
beim Pepsin eine Abhangigkeit seiner Wirkung von seinem 
Dissoziationszustande nachweisen. Es lieB sich namlich zeigen, 
daB das Pepsin nur in Form des Kations proteolytische Wirk- 
samkeit hat. Fir ein zweites Ferment, das Invertin, konnten 
wir diese Abhangigkeit sogar genau quantitativ verfolgen. Hier 
waren es die undissoziierten Anteile des Fermentes, an denen 
die invertierende Wirkung haftet. Jetzt wandten wir uns mit 
einer &hnlichen Fragestellung an das Trypsin. 

Es handelte sich also darum, zunichst die Abhangigkeit 
der Trypsinwirkung von der [H’] der Lésung quantitativ zu 
verfolgen. Es wurde genau derselbe Weg eingeschlagen wie 
beim Invertin, so daB wir beziiglich des Prinzips der Unter- 
suchung auf unsere friihere Arbeit’) verweisen kénnen. 

Von samtlichen ilteren Arbeiten, die sich so intensiv mit 
der Abhangigkeit der tryptischen Wirkung von der Alkalitat 
der Lésung beschaftigen, ist keine einzige, die die Alkalitat 
durch die Messung der OH’- bzw. H’-Konzentration bestimmt. 
In dieser Beziehung begegnet man oft auch in den neuesten 


1) Michaelis und Davidsohn, diese Zeitschr. 35, 386, 1911. 
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Arbeiten noch einem ungeniigenden Verstandnis fiir den Begriff 
der Alkalitét. Kanitz') hat im AnschluB an eine Arbeit von 
Dietze*) mit Recht betont, daB man die Alkalitét auf die 
OH’-Konzentration beziehen miiBte, kommt aber auf Grund seiner 
Berechnung der Versuche von Dietze zu viel zu hohen 
Alkalitétswerten fiir das Optimum der Trypsinwirkung. Nur 
Sérensen*) ist es, der auch hier den Versuch in richtiger 
Weise unternommen hat. Er ist jedoch beim Trypsin, wie er 
angibt, bisher noch zu keinem Ergebnis gelangt, weil es ihm 
nicht méglich war, Bedingungen zu schaffen, die wahrend des 
Ganges der Verdauung die [H’] konstant erhielten. Denn da 
im Laufe der tryptischen Verdauung fortwahrend saéuren- und 
basenbindende Verbindungen in Form der Polypeptide und 
Aminosiuren neu entstehen, mu8 natiirlich unter allen Um- 
stinden die H’-Konzentration der Lésung wiahrend der Ver- 
dauung sich stets andern. Es gelang uns jedoch ohne besondere 
Umstiinde, diese Schwierigkeit praktisch ausreichend zu iiber- 
winden. Wir versetzten zu diesem Zweck unsere Verdauungs- 
gemische mit einer relativ groBen Menge eines Regulators, die 
so groB gewahlt war, daB der Einflu8 der im Laufe der Ver- 
dauung entstehenden K6rper praktisch nicht mehr zum Ausdruck 
kam. Da die angewandten Verdauungsgemische ungereinigtes 
Trypsin und in ihrer Zusammensetzung nicht naher bekannte 
Albumosengemische enthalten und diese Stoffe selbst ein be- 
deutendes Saéuren- und Basenbindungsvermégen besitzen, so 
konnte nicht erwartet werden, da8 die [H'] der Lésung die 
aus der Zusammensetzung des Regulators berechnete sein werde. 
Die wirklich vorhandene [H’] wurde mit Gasketten bestimmt; 
und so konnte festgestellt werden, daB sie selbst in 24 Stunden 
sich nicht wahrnehmbar fndert. Sie niherte sich nur dann 
der berechneten, wenn die [H’] des Regulators gleich der der 
iibrigen Mischung war, naimlich um 10°*. In allen iibrigen 
Fallen wich sie von der Berechnung ab, indem sie sich dem 
Eigenwerte 10~* zu nahern suchte. Eine zweite Schwierigkeit, 
der Sérensen begegnete, da namlich die von ihm angewandten 


1) Kanitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 75, 1902. 

2) Dietze, Einflu8 von Ba(OH), usw. auf d. trypt. Verdauung. 
Diss. Leipzig 1900. 

3) Sérensen, Enzymstudien II. Diese Zeitechr. 21, 201, 1909, 
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Boratgemische die Formoltitrierung vereitelten, machte sich 
mit den von uns benutzten Regulatoren, meist Phosphat- 
mischungen, bei derselben Methode nicht stérend bemerkbar. 
Als Trypsin verwendeten wir das Pankreatinum purissimum 
absolutum (Rhenania), von dem wir eine 5°/, ige filtrierte Lésung 
herstellten, die wir mit Thymolkrystallen im Eisschrank waihrend 
der Versuchsreihe aufbewahrten. Als Substrat diente uns das 
Peptonum siccum Riedel, ein angeblich aus Fibrin durch Hydro- 
lyse gewonnenes Albumosenpriparat. Es wurde in 4°/,iger 
filtrierter, steriler Lésung vorratig gehalten. Der Umsatz wurde 
nach der Formolmethode von Sérensen bestimmt, eine Methode, 
die wir fiir derartige Zwecke aufs warmste empfehlen kénnen. 
Bei der Auswahl dieser Methode leiteten uns folgende Ge- 
sichtspunkte. Auer ihr hatten noch die Leitfihigkeitsmethode 
von Bayliss und die polarimetrische Methode nach Abder- 
halden uns zur Verfiigung gestanden. Fiir den Vergleich der 
Verdauung bei verschiedenen Alkalitaten gibt die Leitfahig- 
keitsmethode irrefiihrende Werte. Denn die Zunahme der Leit- 
fahigkeit beruht nur auf der Zunahme von Ionen, und ein 
und dieselbe Menge von Aminosiuren liefert bei verschiedenen 
Alkalitéten verschiedene Mengen von Ionen, so da gleiche 
Leitfahigkeitszunahmen bei verschiedenen Alkalitaéten durchaus 
nicht gleichen Umsiatzen zu entsprechen brauchen. Der polari- 
metrischen Methode, die an sich auch fiir unser Substrat 
brauchbare Ausschlige gibt, steht eine technische Schwierigkeit 
im Wege. Bei gewissen Aciditaétsgraden entsteht nimlich in 
der Peptonlésung, besonders aber in der Trypsinlésung eine 
Triibung, die nicht immer glatt filtrierbar ist. Diese Triibung 
entsteht dann, wenn die Aciditét in der Nahe des isoelek- 
trischen Punktes des Trypsins liegt, und gerade in demjenigen 
Bereich, wo die Wirkung des Trypsins etwa die Halfte der 
optimalen Wirkung ist, ist diese Triibung ausreichend, um jede 
polarimetrische Ablesung zu vereiteln, und ist nicht filtrierbar. 
Alle diese MiSstande fallen bei der Formolmethode fort. 
Da es uns nur auf Vergleichswerte ankam, wurde jede einzelne 
Titration in einfacher Weise folgendermaBen ausgefiihrt. 10 ccm 
des Verdauungsgemisches wurden einmal sofort nach Zusammen- 
setzung und spiter zu geeigneten Zeiten der Versuchsfliissigkeit 
entnommen, durch EinflieBenlassen in einen 10 ccm 40°/,iges 
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Formol enthaltenden Kolben in der Verdauung unterbrochen 
und bald mit */,,-NaOH titriert. Es wurden stets genau 
5 Tropfen einer */,°/,igen Phenolphthaleinlésung zugegeben 
und bis zu einem gewissen, deutlich roten, sich dem Auge leicht 
einprigenden Farbenton titriert. Es erwies sich, daB diese 
Titration sich auf 0,1 com, meist sogar noch besser reproduzieren 
lieB. Um stets gleiche Bedingungen zu haben, wurde die Fliissig- 
keit vor der Titration niemals verdiinnt, auch wurde niemals 
die Titration itberschritten und mit Saéure zuriicktitriert, weil 
dadurch vielleicht abweichende Werte erhalten werden kénnen. 
Die Titration wurde zunichst bis zu der gewiinschten Farbung 
ausgefiihrt und dann kontrolliert, ob der nachste Tropfen Lauge 
diesen Farbenton iiberschritt. Der ganze Bereich des in Be- 
tracht gezogenen Umsatzes betrug ca. 3ccm, so daB die Bestimmung 
als einigermaBen genau angesehen werden kann, so genau, 
wie sie nur bei wenigen Fermenten iibertroffen wird, naimlich 
mit einer mittleren Genauigkeit von +-5 bis héchstens 10°/, 
des Gesamtwertes. Die Versuchstemperatur betrug 37,35° + 0,05 
und wurde durch ein gut regulierendes Ostwaldsches Wasserbad 
hergestellt. Uber die dem einzelnen Versuch zugegebenen Re- 
gulatormengen geben die Protokolle AufschluB. 

Zur Zusammensetzung jedes Versuchs wurden 10 com Re- 
gulatorlésung mit 30 ccm der 4°/,igen Peptonlésung vermischt 
und zu diesem vorgewaérmten Gemisch wurden dann zu Beginn 
des wirklichen Versuchs 7,5 ccm der Trypsinlésung hinzugefiigt. 
Uber die Ergebnisse der einzelnen Versuche unterrichtet Ta- 
belle I. 

Die Tabelle enthalt nicht nur die eigentlichen Versuche mit 
Fermentzusatz, sondern auch mehrere Kontrollversuche mit 
gekochtem Ferment resp. mit destilliertem Wasser statt Ferment. 
Es hat sich dabei gezeigt, da8 im mittleren Bereich der von 
uns gepriiften Aciditaten ohne Fermentzusatz kein nennens- 
werter Umsatz, wenigstens in den in Betracht kommenden 
Zeiten, eintritt. Bei [H'] —6,8-10-%° ist der spontane Um- 
satz schon merklich. Weiterhin wurde ein spontaner Umsatz 
an titrierbaren Kérpern bei Abwesenheit von Trypsin bei 
[H'] = 5,6-10~® gefunden; er wurde gleichfalls bei der Berech- 
nung des endgiiltigen Umsatzes beriicksichtigt. Interessant ist 
der Titrationswert von Versuch 20, der, trotzdem nur ge- 
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Tabelle I. 
a _% 
¥. ‘ H) [1] | Pq | Zeit [eNa08- 
; Regulatorgemisch [ Umsats 
§ berechnet gemessen Mie. om 
. | 10 | 0,36 
pte =i? geks Fhosphat = _—_|.5,5.10-*/11,26)| 20 | 0,49 
7 ” 1” 30 0,56 
2] Wie Versuch 1, aber mit a { 30 0,09 
gekocht. Ferment vereetzt } oo ~ ’ 60 0,37 
3} 5.0 com */, sek. Phosphat 10 1,71 
3,0 ,, "/:-NaOH -- 6,8-10-°| 9,172} 20 2,51 
2,0 ,, dest. Wasser 30 2,79 
4| Wie Versuch 3, aber mit \ ai o. in { 30 0,37 
gekochtem Ferment 60 0,53 
5} Wiederholung von Ver- 
such 4 } “we Pm ree &.. 0,26 
6} 5,0 com 1,34 n-NH, 30 2,57 
2,5 ,, */, HC 7,9-10- — '(9,1)4] 60 3,52 
2,5 ,, dest. Wasser 90 3,94 
7} 5,0 ,, °/, sek. Phosphat 10 1,81 
1,0 ,, °/,;-NaOH 2,1-10-* | 7,68{] 20 2,52 
4,0 ,, dest. Wasser | 30 3,01 
8} Wie Versuch 7, aber mit 
gekochtem Ferment } aa +) a 1f8 | % 0,06 
9} 0,7 com */, prim. Phosphat 10 1,64 
7,0 ,, ®/s sek. Phosphat |} 2,0-10-® | 9,5-10-* | 7, 20 2,36 
2,3 ,, dest. Wasser | 30 2,70 
10 1,68 
10} 5,0 ,, ®/, sek. Phosphat fat 9,8-10-* | nor, 20 2'97 
5,0 ,, dest. Wasser } | 30 272 
11/0,5 ,, °/s prim. Phosphat 10 1,60 
5,0 ,, ®/, sek. Phosphat |}2,0-10-* | 1,0-10-’ | 6,9 20 2,23 
4,5 ,, dest. Wasser 30 2,63 
12} 4,0 ,, */s prim. Phosphat 10 | 1,30 
4,0 ,, /s sek. Phosphat |}2,0-10-7 | 3,2-10-" | 6,492) 20 1,91 
2,0 ,, dest. Wasser 30 2,23 
13) 0,3 ,, »/,-Essigsiure 30 1,74 
3,0 ,, °/,-Acetat 1,8-10-* | 1,7-10-* | 5,7 60 2,28 
6,7 dest. Wasser 90 2,70 
14] Wie Vesunth 13, aber mit = 
gekochtem Ferment }1,8-10 : Pi 5,78 | 30 0,00 
15} 2,0 com */,-Essigséure 30 | 0,72 
2,0 ,, */,-Natriumacetat |}1,8-10-5 | 1,7-10-° | 4,78] 60 1,17 
6,0 ,, dest. Wasser 90 1,28 
16] Wie Versuch 15, aber mit i 60 0,04 
gekochtem Ferment }18. lo~* he 4,78{ 90 0,16 
17] 3,0 ccm "/,-Essigsiure 
0,3 ,, %/-Natriumacetat |} 1,8-10-¢ | 5,6-10-* | 4,a5{] 30 | O45 
6,7 5, Wasser 0, 
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Tabelle I (Fortsetzung). 



































z ; : H 9 my «/,-NaOH- 
z Regulatorgemisch pide atts | Pu meg Umsats 
> | __s_s gemessen Min.| ccm 
18} Wie Versuch 17, aber mit 1 8.10-4 7” 30 | 0,36 
gekochtem Ferment . 4 { 90 0,40 
19] 10 com */,-Essigsiure — | 22.10-+ | 3,65{] 3° | Oa? 
20] Wie Versuch 18, aber mit \ _ — | 365s} 30 1,03 
gekochtem Ferment ru 60 1,09 
21] Wie Versuch 18, aber mit \ pis — 3 65{ 30 0,14 
Wasser statt Ferment | ’ 90 0,33 


kochtes Ferment zugesetzt war, viel gréBer ist als der ent- 
sprechende von Versuch 19 mit ungekochtem Ferment. Hdéchst- 
wahrscheinlich hangt das irgendwie damit zusammen, daf die 
hohe Aciditat ((H'] — 2,2-10~*), die gerade den isoelektrischen 
Punkt des Trypsins darstellt, in der gekochten Fermentlésung 
einen starken Niederschlag erzeugt hat. Wir schlieBen das 
aus der Tatsache, da8 ein weiterer Kontrollversuch (21) mit 
Wasser statt Ferment einen viel geringeren Umsatz ergeben 
hat. Fiir die von uns zur Diskussion gestellte Frage spielt 
das iibrigens gar keine Rolle. 

Wenn wir aus der Tabelle I fiir unsere weiteren Erérte- 
rungen nur die Versuche beriicksichtigen, bei denen die [H] 
mit Gasketten gemessen ist, so ergibt sich zunichst, daB das 
Optimum der Trypsinwirkung bei [H’] — 2,1-10~* liegt. Zur 
besseren Ubersicht haben wir die Umsiatze bei den verschiedenen 
Aciditaéten graphisch dargestellt, indem wir in Fig. 1 die Zeit als 
Abszisse, den Umsatz (in Kubikzentimeter */,,-NaOH) als Ordi- 
nate in ein rechtwinkliges Koordinatensystem eingetragen haben. 

Ahnlich wie wir dies schon fiir das Invertin ausgefiihrt 
haben, kénnen wir zur Erklarung der Fermentwirkung bei un- 
giinstiger [H'] den Vorgang so auffassen, daB bei solcher [H} 
nur ein Teil des Fermentes wirksam ist im Vergleich zu der 
optimalen. Um nun zu einem quantitativen Begriff von dem 
wirksamen Teil des Ferments bei jeder beliebigen [H'] zu ge- 
langen, setzen wir genau wie bei den Untersuchungen iiber 
Invertin gleiche Umsitze den entsprechenden Zeiten umgekehrt 
proportional. Allerdings miissen wir dann erst beweisen, da8 
bei gleicher [H']] und wechselndem Fermentgehalt die Zeiten 
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gleichen Umsatzes sich umgekehrt wie die Fermentmengen ver- 
halten, oder daB bei gleicher Anfangskonzentration y-t = f(z) 
ist, wo gm die Fermentmenge, ¢ die Versuchsdauer und f(z) 
irgendeine, aber stets die gleiche Funktion von 2 bedeutet. 

5,0 




















a5 

I—5,5-10-12 
a0 II — 6,8-10-2° 
II — 2,1-10-8 

IV —9,5-10-8 

%5 V = 9,8-10-* 
VI = 1,0-10-7 

VII = 3,2-10-7 

40 VIII — 1,7-10-¢ 
IX — 1,7-10-5 

X —5,6-10-5 





Qs 























Fig. 1. 


Diese Frage ist schon von mehreren Autoren diskutiert 
und auf Grund zahlreicher Versuche in bejahendem Sinne be- 
antwortet worden. So hat Bayliss’), der mit Hilfe der Leit- 
fahigkeit die Einwirkung von kéuflichem Trypsin auf Casein- 
natrium bei Gegenwart von Ammoniak untersucht hat, gefunden, 
da8 das Produkt aus Fermentkonzentration >< Zeit gleichen Um- 
satzes sich als konstant erweist, solange die Verdauung nicht 
zu weit fortschreitet. Zu ganz entsprechenden Resultaten sind 
Madsen und Walbum?”), Léhlein*) sowie Hedin*) und 
Faubel®) gelangt. Der Grund, weshalb wir trotzdem noch 

‘1) Bayliss, The kinetic of tryptic action. Arch. des sciences Biol. 
11, Suppl., 261, Petersburg 1904 (zit. nach Oppenheimer, Fermente, 
allgem. Teil, 253, 1910). 

2) Vgl. Arrhenius, Nobelinstitut 1, Nr. 44, 1909. | 

3) Léhlein, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 120, 1905. 

*) Hedin, Journ. of Physiol. 34, 370, 1906. 

5) Faubel, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 35, 1907. 
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eigene Versuche iiber diese Frage angestellt haben, ist darin 
zu suchen, daB die genannten Autoren die [H] nicht beriick- 
sichtigt haben. 

Wir haben daher zwei Versuchsreihen bei verschiedener 
{H], jedesmal mit drei verschiedenen Fermentmengen, angesetzt. 
In der ersten Reihe entsprach die Anordnung genau der von 
Versuch 13, [H’] war also gleich 1,7-10~*. Die Fermentmengen 
A, B, C verhielten sich wie 3:2:1. Die Resultate sind proto- 
kollarisch in Tabelle II und graphisch in Fig. 2, Kurve I wieder- 
gegeben. 

















Tabelle II. 
Oe 
Ferment- Zeit ee | @-t 
léeung Min. ccm 
A 10 0,80 10,0 
30 1,62 30,0 
B 20 0,96 13,3 
40 =| 1,45 26,6 
60 | 1,86 40,0 
C 30 23«| ~~ (O87 10,0 
60 | 1,35 20,0 
90 1,71 30,0 








In der zweiten Versuchsreihe wurde die optimale Aciditaét 
mit [H'] — 2,1-10-* gewahlt; die Zusammensetzung entsprach 
also der von Versuch 7. Die Fermentmengen A, B, C ver- 
hielten sich wie 4:3:2. Uber das Ergebnis dieser Versuche 
unterrichtet Tabelle III und Fig. 2, Kurve II. 


Tabelle III. 

















. | 2/ NaOH- 
Ferment- Zeit Nereate gt 
losung Min. ccm 

A 10 1,97 10,0 
20 2,73 20,0 

30 3,18 30,0 

B 15 2,05 11,3 
30 2,81 22,5 

45 3,29 33,8 

Cc 20 2,02 10,0 
40 2,79 20,0 











Wenn unsere Behauptung richtig war, so mu8 man durch 
Eintragung der Zahlen von Tabelle II und III in ein recht- 
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winkliges Koordinatensystem mit g-t als Abszisse und 2 als 
Ordinate fiir jede der beiden Versuchsreihen zu einer Kurve 
gelangen, die identisch ist mit der von Fig. 1 bei entsprechen- 
der Aciditit. Dies ist, wie Fig. 2 
lehrt, in der diese Eintragungen 
gemacht sind, in der Tat der Fall. 

Nunmehr sind wir berechtigt, 











die relative Umsatzgeschwindigkeit 
fiir jede beliebige [H’] uns folgender- 
maBen zu berechnen: Wir betrachten 
beispielsweise die Umsatzkurve bei 
der optimalen [H’], d. h. Nr. III in 
Fig. 1, als Standardkurve. Dann 
suchen wir uns bei irgendeiner [H’] 
zu dem Umsatz x mit der Zeit ¢ 
auf der Standardkurve die Zeit 7' 
auf, die bei der optimalen [H] 
diesem Umsatz entspricht. Der 




















T : 
Quotient ; bedeutet dann die re- 








lative Umsatzgeschwindigkeit. Wir 
wihlen zu dieser Berechnung mdég- 
lichst solche Punkte der Kurven, 
Fig. 2. bei denen die relative Ungenauig- 

keit méglichst gering ist. 

Tragen wir diese Werte in ahnlicher Weise wie beim Invertin 
wieder als Funktion von — log [H] in ein Koordinatensystem 
ein, so erhalten wir gleichfalls eine Kurve, die einer Dissoziations- 
kurve auBerst ahnlich sieht. Betrachten wir wiederum die [H] 
bei halber Ordinatenhéhe, d. h. pg — 6,3 und [H’] = 5-10’, 
als Dissoziationskonstante, so mu8 die Dissoziationskurve einer 
Saure von der genannten Dissoziationskonstante mit unsern be- 
obachteten Werten iibereinstimmen. 

Dies ist in der Tat der Fall, wie wir aus Fig. 3 sehen, 
in der die ausgezogene Linie die berechnete Kurve darstellt. 
Wir sehen ferner aus der Figur, daB das Trypsin bei 10~* 
véllig unwirksam ist, daB es bei 5-10~’ seine halbe~Wirksam- 
keit hat und sich bei 2-10-* im Optimum der Wirksamkeit 
befindet. 
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Suchen wir nun diesen Befund mit den uns sonst be- 
kannten Eigenschaften in Einklang zu bringen, so werden wir 
uns erinnern, da®B der isoelektrische Punkt des Trypsins bei 
2-10°~* liegt. Bei einer [H], die < 2-10-* ist, kénnen die 
Ionen des Trypsins nur Anionen sein. 
































+ 
~log(H} 
Fig. 3. 


Unsere Kurve (Fig. 3) stellt demnach den Dissoziationsgrad 
in bezug auf die Anionen dar. 

Wir kénnen daraus schlieBen, daB nur die Anionen des 
Trypsins proteolytisch wirksam sind, und da die Saurendisso- 
ziationskonstante = 5-10~" ist. 

Bei weiterer Uberschreitung der Alkalitat vermindert sich 
die Wirksamkeit wieder. Zum Teil liegt das an der Zerstérung 
des Fermentes durch die zu hohe Alkalitét, aber diese Zer- 
stérung ist selbst bei [H'] = 10~™ sichtlich noch nicht geniigend, 
um das rapide Absinken der Wirksamkeit zu erklaren. 

Offenbar tritt bei so hoher Alkalitat der elektronegative 
Charakter einer zweiten Carboxylgruppe des Trypsins hervor und 
es bilden sich doppelt geladene Trypsin-Anionen, die pro- 
teolytisch unwirksam sind. Denn es bedarf keines Beweises, daB 
ein so komplizierter Kérper wie das Trypsin mehrere saure und 
mehrere basische Gruppen enthalt. Wenn es itiberhaupt méglich 
ist, innerhalb einer gewissen [H']-Breite derartige Kérper als 
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einen einfachen amphoteren Elektrolyten zu betrachten, so liegt 
das daran, da8 bei fast allen mehrwertigen Elektrolyten die erste 
Sauren- bzw. Basendissoziationskonstante die folgenden an GréBe 
bedeutend zu iibertreffen pflegt. Aus unserer Kurve wiirden 
wir auf Grund dieser Betrachtungen die zweite Sauredisso- 
ziationskonstante des Trypsins auf 10~*° abschatzen kénnen. 

Eine andere Analogie besteht noch mit dem Invertin be- 
ziiglich der Selbstzerstérung des Trypsins. Beim Invertin 
machte sich, bei aufsteigender Aciditat, der Beginn der Selbst- 
zerstorung unmittelbar nach dem Uberschreiten des Wirkungs- 
optimums geltend. Beim Trypsin ist zwischen [H']—10~* und 
dem Wirkungsoptimum, 10~°, eine Selbstzerstérung nicht be- 
merkbar, oder es ist jedenfalls nicht bemerkbar, daB eine etwa 
vorhandene Selbstzerstérung von der [H] abhinge, denn hier 
ist, soweit ersichtlich, m-t stets die gleiche Funktion von r. 
Mit Uberschreitung dieses Optimums nach der alkalischen Seite 
andert sich dieses Verhalten. Die Kurve Fig. 1,I, in angedeuteter 
Weise vielleicht schon die Kurve Fig. 1, IT, iiberkreuzt nimlich andere 
Kurven, in dem Sinne, als ob die Fermentmenge hier im Laufe 
der Zeit abnihme. Dieses Uberkreuzen ist der Ausdruck der 
Selbstzerstérung, die beim Trypsin also bei starkerer Alkalitat 
hervortritt. Diese Selbstzerstérung kann bei unserer Versuchs- 
anordnung, die sich meist nur auf | bis 1'/, Stunden erstreckt, 
nur zum Ausdruck kommen, wenn sie sehr auffallig ist. 

Die Analogie zum Invertin beruht darin, daB beim Uber- 
schreiten des Wirkungsoptimums nach der einen Seite hin 
(beim Invertin nach der sauren, beim Trypsin nach der alkalischen) 
sich gleichzeitig die Selbstzerstérung sofort bemerkbar macht. 

Zusammenfassung. 

Das Trypsin ist ein amphoterer Elektrolyt; es ist je nach 
der [H’] der Lésung in Form von Anionen, Kationen und un- 
geladenen Molekiilen vorhanden. Nur die Anionen sind pro- 
teolytisch wirksam, und zwar geht die Wirksamkeit der Trypsin- 
Anionenmenge genau proportional. Die Saurendissoziations- 
konstante des Trypsins ist 5-10~’. Abwirts von 10~* vermindert 
sich die Wirksamkeit des Trypsins wieder, vielleicht infolge der 
Entstehung doppelt geladener, proteolytisch unwirksamer Trypsin- 
Anionen. 10~* stellt somit das Wirkungsoptimum dar. 
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Uber den Einflu8 des Jodkalium auf die Ablagerung 
von Quecksilber in der Leber. 


Von 
Ferdinand Blumenthal und Kurt Oppenheim. 
{Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Institute zu Berlin.) 


(Eingegangen am 21, August 1911.) 
Mit 1 Tafel, 


Die Kombination mehrerer wirksamer Substanzen hat 
immer in der Medizin eine groBe Rolle gespielt. Man braucht 
nur die alten Rezepte, die vor 30 und 40 Jahren Mode waren, 
hervorzuholen, so wird man sehen, daB das, was neuerdings 
auf Grund experimenteller Tatsachen als Kombinationstherapie 
empfohlen wird, in damaliger Zeit derartig iibertrieben wurde, 
daB man es als eine Erlésung empfand, zum einfachen, d. h. 
zu einem einzelnen Mittel zuriickzukehren, denn man wuBte 
schlieBlich nicht mehr, welches Mittel aus der Fiille der Kom- 
binationen gewirkt hatte, und ob nicht die einzelnen, manch- 
mal recht heterogenen Substanzen sich zu einer nicht gewollten 
Wirkung zusammenfanden. Aber selbst in unserer Periode, 
die die Mischungsmanie mit Recht bekimpfte, waren gewisse 
Kombinationen geblieben. So hat man bei der Syphilis Jod 
und Quecksilber bei den tertiiren Formen, aber auch bei 
sekundaren Prozessen vielfach gleichzeitig angewandt. Ob dies 
zweckmaBig sei oder nicht, dariiber existieren verschiedene 
Meinungen. Wéahrend die inneren Kliniker, die mehr die ter- 
tidren Fille zu sehen bekommen, fast immer die Quecksilber- 
kuren mit der innerlichen Darreichung von Jodkalium kombinieren, 
sind die Dermatologen, besonders Edmund Lesser, der Ansicht, 
daB bei der sekundiren Syphilis diese Kombination nicht immer 
rationell sei, weil nach ihrer Ansicht durch Jod das Quecksilber 
zu schnell aus dem Organismus eliminiert wird. Bei der groBen 


Bedeutung, die diese Frage fiir die Medizin hat, haben wir ihr 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 20 
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einen einfachen amphoteren Elektrolyten zu betrachten, so liegt 
das daran, da8 bei fast allen mehrwertigen Elektrolyten die erste 
Sauren- bzw. Basendissoziationskonstante die folgenden an GréBe 
bedeutend zu iibertreffen pflegt. Aus unserer Kurve wiirden 
wir auf Grund dieser Betrachtungen die zweite Sauredisso- 
ziationskonstante des Trypsins auf 10~*° abschatzen kénnen. 

Eine andere Analogie besteht noch mit dem Invertin be- 
ziiglich der Selbstzerstérung des Trypsins. Beim Invertin 
machte sich, bei aufsteigender Aciditét, der Beginn der Selbst- 
zerstorung unmittelbar nach dem Uberschreiten des Wirkungs- 
optimums geltend. Beim Trypsin ist zwischen [H]]—10~* und 
dem Wirkungsoptimum, 10~*, eine Selbstzerstérung nicht be- 
merkbar, oder es ist jedenfalls nicht bemerkbar, daB eine etwa 
vorhandene Selbstzerstérung von der [H] abhinge, denn hier 
ist, soweit ersichtlich, m-t stets die gleiche Funktion von r. 
Mit Uberschreitung dieses Optimums nach der alkalischen Seite 
andert sich dieses Verhalten. Die Kurve Fig. 1,I, in angedeuteter 
Weise vielleicht schon die Kurve Fig. 1, I, iiberkreuzt nimlich andere 
Kurven, in dem Sinne, als ob die Fermentmenge hier im Laufe 
der Zeit abnihme. Dieses Uberkreuzen ist der Ausdruck der 
Selbstzerstérung, die beim Trypsin also bei starkerer Alkalitat 
hervortritt. Diese Selbstzerstérung kann bei unserer Versuchs- 
anordnung, die sich meist nur auf | bis 1'/, Stunden erstreckt, 
nur zum Ausdruck kommen, wenn sie sehr auffallig ist. 

Die Analogie zum Invertin beruht darin, da8 beim Uber- 
schreiten des Wirkungsoptimums nach der einen Seite hin 
(beim Invertin nach der sauren, beim Trypsin nach der alkalischen) 
sich gleichzeitig die Selbstzerstérung sofort bemerkbar macht. 


Zusammenfassung. 

Das Trypsin ist ein amphoterer Elektrolyt; es ist je nach 
der [H’] der Lésung in Form von Anionen, Kationen und un- 
geladenen Molekiilen vorhanden. Nur die Anionen sind pro- 
teolytisch wirksam, und zwar geht die Wirksamkeit der Trypsin- 
Anionenmenge genau proportional. Die Siurendissoziations- 
konstante des Trypsins ist 5-10~’. Abwiarts von 10~* vermindert 
sich die Wirksamkeit des Trypsins wieder, vielleicht infolge der 
Entstehung doppelt geladener, proteolytisch unwirksamer Trypsin- 
Anionen. 10~* stellt somit das Wirkungsoptimum dar. 
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Uber den EinfluB des Jodkalium auf die Ablagerung 
von Quecksilber in der Leber. 


Von 
Ferdinand Blumenthal und Kurt Oppenheim. 
{Aus dem chemischen Laboratorium des Pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Eingegangen am 21, August 1911.) 
Mit 1 Tafel, 


Die Kombination mehrerer wirksamer Substanzen hat 
immer in der Medizin eine groBe Rolle gespielt. Man braucht 
nur die alten Rezepte, die vor 30 und 40 Jahren Mode waren, 
hervorzuholen, so wird man sehen, daB das, was neuerdings 
auf Grund experimenteller Tatsachen als Kombinationstherapie 
empfohlen wird, in damaliger Zeit derartig iibertrieben wurde, 
da8 man es als eine Erlésung empfand, zum einfachen, d. h. 
zu einem einzelnen Mittel zuriickzukehren, denn man wuBte 
schlieBlich nicht mehr, welches Mittel aus der Fiille der Kom- 
binationen gewirkt hatte, und ob nicht die einzelnen, manch- 
mal recht heterogenen Substanzen sich zu siner nicht gewollten 
Wirkung zusammenfanden. Aber selbst in unserer Periode, 
die die Mischungsmanie mit Recht bekaimpfte, waren gewisse 
Kombinationen geblieben. So hat man bei der Syphilis Jod 
und Quecksilber bei den tertiiren Formen, aber auch bei 
sekundaren Prozessen vielfach gleichzeitig angewandt. Ob dies 
zweckmaBig sei oder nicht, dariiber existieren verschiedene 
Meinungen. Wéahrend die inneren Kliniker, die mehr die ter- 
tidren Fille zu sehen bekommen, fast immer die Quecksilber- 
kuren mit der innerlichen Darreichung von Jodkalium kombinieren, 
sind die Dermatologen, besonders Edmund Lesser, der Ansicht, 
da8 bei der sekundiren Syphilis diese Kombination nicht immer 
rationell sei, weil nach ihrer Ansicht durch Jod das Quecksilber 
zu schneil aus dem Organismus eliminiert wird. Bei der groBen 


Bedeutung, die diese Frage fiir die Medizin hat, haben wir ihr 
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im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber die Verteilung des 
Quecksilbers im Organismus besondere Aufmerksamkeit ge- 
schenkt. Fiir diese Frage war es von Wichtigkeit erst fest- 
zustellen, in welchen Geweben es zu einer Ablagerung von 
Quecksilber kommt und ob eine verschiedene Bindung des 
Quecksilbers, resp. eine Verschiedenheit der anderen Sub- 
stituenten in den einzelnen Quecksilberverbindungen die Ab- 
lagerung beeinfluBt. 


Nachweis des Quecksilbers in den Organen. 


Zur Bestimmung des Hg in den Organen kam die von E. Sal- 
kowski fiir den Nachweis im Harn beschriebene Methode zur An- 
wendung?), und zwar wurde in folgender Weise verfahren: Das betreffende 
Organ wurde mit konzentrierter Salzsiure iibergossen und auf dem Wasser- 
bade, unter portionsweiser Hinzufiigung von Kaliumchlorat, allmahlich 
zerstért, wobei besonders im Anfang der Operation kriftig mit einem 
Glasstab zerdriickt und durchgearbeitet wurde. Hierbei entstand eine 
gelbgefirbte Lésung oder ein gelb bis hellbraun gefiirbter Brei, doch 
wurde die Farbe anfangs beim Einengen wieder dunkel, um erst nach 
haufigem Hinzufiigen von neuen Portionen Chlorat und Salzsiure, auch 
bei weiterem Eindunsten, lichtbraun bis gelb zu erscheinen.?) 

Der Riickstand wurde mit Alkohol extrahiert, filtriert und mehr- 
mals mit Alkohol nachgewaschen, das Filtrat eingedunstet, der Riickstand 
mit wenig Wasser, 10 bis 20 com, behandelt und mit dem Glasstab 
energisch geriihrt, wobei sich eine klebrige Masse zusammenballte, von 
der durch ein quantitatives Filter (Schleicher-Schiill 590), wie auch 
von Salkowski beim Harn angegeben, abgegossen wurde. In das in 
einem Schilchen gesammelte Filtrat wurden Streifen blanken Kupfer- 
bleches gelegt, und nach einigem Anwarmen auf dem Wasserbad, 24 Stunden 
stehen gelassen. Die Kupferstreifen wurden dann abgespiilt, mit Alkohol 
und Ather getrocknet und in einem trockenen Reagensglas erhitzt, wo- 
bei das Quecksilber sich an dem oberen kalten Teil der Glaswand nieder- 
schlagt, zunichst jedoch, seiner meist geringen Menge wegen, gewohn- 
lich nicht sichtbar ist. Entfernt man nun das Kupfer, bringt in das 
Rohr ein Jodkrystallchen und erwirmt vorsichtig, so verbindet sich das 
Jod mit dem Quecksilber zu rotem Quecksilberjodid, das nach Absaugen 
des Joddampfes auf dunklem Hintergrund sehr gut zu erkennen ist; 
Beim Absaugen des Joddampfes soll das Rohr nicht zu hei® sein, da 
sonst Quecksilberjodid abgesaugt wird. 


1) E. Salkowski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 387 und 73, 401. 
2) Beim Darminhalt wurde zuerst iiberhaupt direkt keine dauernde 
Aufhellung erzielt. Es wurde auf Anregung von Geheimrat Salkowski 
mit Wasser und nicht sogleich mit Alkohol extrahiert, um bei der erneuten 
Zerstérung Materialverlust durch eventuelle Explosionen zu vermeiden. 
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Mit dieser Methode gelingt es, noch sehr geringe Mengen Hg mit 
Sicherheit nachzuweisen. 

Wie die folgenden Protokolle zeigen, fanden wir nach einmaliger 
Einspritzung von verschiedenen Quecksilberpriparaten eine Ablagerung 
von Quecksilber, die im Vergleich zu der eingespritzten Menge nicht groB 
war, konstant nur in der Leber; weder im Blut, noch in der Lunge 
oder im Gehirn konnten wir in der Regel Quecksilber nachweisen; da- 
gegen wurde im Kot der Versuchstiere fast immer Quecksilber ge- 
funden. 

Versuche an Ratten. 

Versuch Nr. 1. Am 3. Juli werden ca. 0,5 g Nitroquecksil ber- 
benzoa t!) in Olivendél einer groBen Ratte subcutan gegeben. Am 18. Juli 
ist das Tier tot. Die Leber enthalt deutliche Mengen Hg ++2). 

Versuch Nr. 2. Am 5. Juli erhalt eine groBe Ratte 0,5 g Nitro- 
quecksilberbenzoat subcutan in ca. 9 cem 1°/,iger Kochsalzlésung auf- 
geschwemmt (etwas ging durch das Aufschwemmen verloren). Am 6, Juli 
lebt das Tier, am 7. Juli ist es tot. Die Organe werden auf Hg untersucht. 

Darminhalt und Leber: Hg ++. 

Gehirn: Nichts. 

Versuch Nr. 3. Am 28. Juni erhilt eine groBe Ratte ca. 1g 
Kalomel in Ol subcutan. Am 3. Juli ist das Tier tot. Die Organe 
werden auf Quecksilber untersucht. 

Darminhalt, Leber und Nieren: Hg +. 

Gehirn: Nichts. 


Versuche an Kaninchen. 

Versuch Nr. 1. Am 19. Mai erhalt ein Kaninchen von 3850 g 
Gewicht 0,5 g Nitroquecksilberbenzoat per os. Das Tier stirbt am 
22. Mai. 

Darminhalt: Hg ++++4. 

Leber: Hg +++. 

Blut und Gehirn enthaken kein Hg. 

Versuch Nr. 2. Am 27. Mai erhilt ein Kaninchen von 2630 g 
Gewicht 0,2 g Asurol in 10 ccm Wasser injiziert. Das Tier stirbt am 
30, Mai. 

Darminhalt und Leber: Hg +++. 

Gehirn: Nichts. 

Versuch Nr. 3. Am 21. Juni erhalt ein Kaninchen von 2670 g 
Gewicht 0,1 g Nitroquecksilberbenzoat in 10 ccm Wasser unter 


1) Natriumsalz, dargestellt von Dr. Liidecke im Laboratorium 
der Vereinigten chemischen Werke in Charlottenburg. 
2) Die Zeichen bedeuten: 
+ schwacher Spiegel, 
++ deutlicher Spiegel, 
+++ starker Spiegel, 
++++ sehr starker Spiegel. 
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Zusatz einiger Tropfen Sodalésung in der Warme gelést. Am 11. Juli wird 
das Tier getétet. Die Leber enthalt Spuren von Quecksilber +; d. h. 20 Tage 
nach der Einspritzung war noch nicht alles Hg ausgeschieden. 
Versuch Nr. 4. Am 28. Juni erhalt ein Kaninchen von 2000 g 
Gewicht 0,7 g Kalomel in 5 com Ol] subcutan. Am 12. Juli stirbt das 
Tier. Die Leber enthalt deutliche Mengen von Hg ++; d. h. 14 Tage 


nach der Einspritzung. 


Diese Untersuchungen ergeben, daB nach Injektion sowohl von in 
Wasser ldslichen wie auch unléslichen Quecksilberpriparaten ein Depot 
von Queksilber insbesondere in der Leber angelegt wird. Von 
diesem Depot wird offenbar langsam fortwahrend Hg spurenweise in die 
Zirkulation abgegeben, wie die wochenlange Ausscheidung von Spuren 
von Hg durch die Nieren beweist. Dies zeigen folgende Versuche. 

Versuch Nr. 1. Am 21. Juni erhalt ein Kaninchen von 2670 g 0,1 g 
Nitroquecksilberbenzoatin ca. 10ccm Wasser mit Sodazusatz aufgelést. 

Am 22. Juni waren 360 ccm Harn vorhanden, die direkt mit «- 
Naphthol und «-Naphthylamin reagierten’). 

Am 23. Juni 330 com Harn, «-Naphtholprobe negativ, nach Sal- 
kowski Hg ++. 

Am 27. Juni 520 com Harn, Hg +, 
0 TD «wo OT «a » Hg deutliche Spuren, 
4, Juli 208 ,, » Hg Spuren, 
o BS wee & 3 Hg deutliche Spuren, 
o See wp ORO Se » Hg Spuren. 

Das Tier wurde getitet, die Leber enthilt Hg +. 

Die Quecksilberausscheidung durch die Nieren dauert nach Zufuhr 
von ca. 0,050 g Hg in Form von Nitroquecksilberbenzoat mindestens 
21 Tage. Innerhalb dieser Zeit ist noch nicht alles Hg ausgeschieden, 
wie der positive Befund in der Leber beweist. 

Versuch Nr. 2, Am 27. Juni erhilt ein Kaninchen von 2270 g 
2 ccm einer 1°/,igen Sublimatlésung (0,02 g) subcutan. 

Am 28. Juni wurden 220 ccm Harn gesammelt und nach Sal- 
kowski auf Hg untersucht, Hg +. 

Am 29. Juni 280 com Harn, 

» Dw Bw s Bere 
1, Juli 420 ,, ” 
» & » Han oe Hg +, 
» 8 ww» 270 » Hg +, 
» 12, 35 » » Hg +t, 


ome wen 8 

— ee 86 * Hg Spuren, 

ohn Bea - Hg geringe Spuren, 

o  »' ea - Hg Spuren. , 
Versuch abgebrochen. 


1) Siehe diese Zeitschr. 32, 61, 1911. 
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Nach Einspritzung von ca. 0,015 g Hg in Form von Sublimat dauert 
die Hg-Ausscheidung mindestens 30 Tage. 

Versuch Nr. 3. Am 27. Juni erhilt ein Keninchen von 200g 
0,1 g Kalomel in 5 cem 6] subcutan. 

Am 29. Juni 525 ccm Harn, Hg +, 

- oe . ae 2 sd 
oh On a ng * 
» Saks “TR w » Hg Spuren, 

-_  -_ -. =e uw » Hg Spuren, 

eo @ « me ew » Hg Spuren. 

Am 12. Juli stirbt das Tier, es fanden sich 16 ccm Harn in der 
Blase. In der Leber sind deutliche Mengen von Hg +++ nachweisbar. 
Nach Injektion von 0,085 g Hg sind 15 Tage spater noch relativ reich- 
liche Mengen Hg in der Leber nachweisbar. 

Versuch Nr. 4. Am 13. Juli erhilt ein Kaninchen von 2900 g 
von dem Natriumsalz der Diaminoquecksilberbenzoesiaure ') 
0,2 g, in ca. 6 com Wasser aufgelést, subcutan. 


Am 14. Juli 300 ccm Harn, «-Naphtholprobe positiv, 


} nicht untersucht, 


— mea Se ‘i i zweifelhaft, 
o Saisie eo a ns negativ, 
i rr’ |] 4". » Hg Spuren, 


» Muts., @ « » Hg negativ, 
on Ce... BD .« » ebenfalls kein Hg. 

Nach Einspritzung von 0,077 g Hg in Form von diaminoqueck- 
silberbenzoesaurem Natrium ist bereits nach 5 Tagen fast die gesamte 
Menge Hg ausgeschieden. 

Versuch Nr. 5. Ein Kaninchen von 2950 g erhalt am 13. Juli 
0,1 g des Quecksilbersalzes der Diaminoquecksilberbenzoe- 
séure, in ca. 8 com Wasser aufgelést. 


Am 14. Juli 360 ccm Harn, «-Naphtholreaktion negativ, 
” 15. ” 70 ” ” ” ” 

a Ss ae )hU - a je 

eS Ee =—lr/?_ » Hg nach Salkowski +, 
a a ie » Hg Spuren, 

o wo wee we »» Hg nicht vorhanden. 


Die Hg-Ausscheidung dauert ca. 1i Tage nach subcutaner Ein- 
fiihrung von ca. 0,0597 g Hy. Die Formel dieser Verbindung ist nach 
der N-Analyse wahrscheinlich folgende: 

NH, NH, 
wN ye 
| 
- ze 
bY Bien nein y 
COO Hg00 C 


Hg-Gehalt 59,7°/,. 


1) Siehe diese Zeitschr. 32, 60, 1911. 
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Dieses Salz entstand beim Hinzufiigen einer konzentrierten Sub- 
limatlésung zu der Lésung des diaminoquecksilberbenzoesauren Natriums 
als fast farbloser Niederschlag. 

Versuch Nr. 6. Am 23. Mai erhilt ein Kaninchen, ca, 2950 g 
schwer, 0,1 g Asurol, in 10ccm Wasser gelést, subcutan. 

Am 24. Mai 170 cem Harn von alkalischer Reaktion, der Spuren 
EiweiB enthielt und mit Eisenchlorid die Salicylsiurereaktion gab. 

Am 25. Mai 80 ccm von alkalischer Reaktion. Keine Salicylreaktion. 

Am 26. Mai 210 com Harn von alkalischer Reaktion. Die Harn- 
menge wurde nach Salkowski auf Hg gepriift. Hg +. 

Vom 27. bis 29. Mai 580 cem Harn, Hg +. 

Am 31, Mai 325 com Harn, Hg Spuren. 

Am 1. Juni 185 ccm Harn, Hg Spuren. 

Am 2. Juni 310 com Harn, Hg +. 

Am 9. Juni 310 com Harn, Hg Spuren. 

Am 14. Juni 330 com Harn, Hg zweifelhaft. 

Abgebrochen. 

Nach Einfiihrung von 0,040 com Hg in Form von Asurol dauert 
die Hg-Ausscheidung mindestens 14 Tage an. 

Aus diesen Versuchen geht jedenfalls nicht hervor, da 
die Hg- Ausscheidung nach subcutaner Zufuhr in Wasser 
leichter léslicher Praparate immer wesentlich schneller 
vor sich geht, als die in Wasser schwerer léslicher. 

Auch eine Deponierung von Hg in der Leber findet 
sowohl statt bei den léslichen Priaparaten wie bei den unlés- 
lichen, denn wir haben sie nach Einspritzung sowohl des 
wasserléslichen Sublimats und Asurols, wie auch nach 
Einspritzung des unléslichen Kalomels beobachtet. 

Daraus ergibt sich, daB die Quecksilbertherapie mit lés- 
lichen Praparaten sich nicht qualitativ, sondern nur quan- 
titativ von der mit unldéslichen unterscheidet, da nach der Ein- 
fiihrung von Verbindungen in léslicher Form es in der Regel 
ebenfalls erst zu einer teilweisen Deponierung von Quecksilber in 
der Leber kommt, von wo dann allmiahlich die Resorption in 
die Zirkulation und Ausscheidung durch Harn und Darm statt- 
hat. Bei der Einspritzung der unléslichen Praparate besteht 
der Unterschied anscheinend nur darin, daB neben diesem 
Leberdepot noch ein zweites an der Injektionsstelle vorhanden 
ist. Aber auch bei den sog. léslichen Hg-Praparaten diirfte 
es meist durch lokales Ausfallen des Praparats zu einem, wenn 
auch geringerem Depot am Orte der Injektion kommen, woraus 
sich auch die Reizwirkung der meisten léslichen Quecksilber- 
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verbindungen an der Injektionsstelle erklirt. Aus diesen 
Griinden kénnen wir in Zukunft nicht mehr die Queck- 
silbertherapie mit wasserléslichen Produkten der mit 
unléslichen gegeniiberstellen. Eine Ausnahme scheinen 
bisher nur die Diaminoquecksilberbenzoeséuren zu machen, nach 
deren Einspritzung wir bisher (erst 2 Versuche) kein Queck- 
silber in der Leber gefunden haben. Diese scheinen demnach 
nicht erst in der Leber auszufallen, sondern direkt ausgeschieden 
zu werden. Weitere Versuche sollen sich noch mit dieser Frage 
beschaftigen. Wenngleich ihre Ausscheidung, wie entsprechende 
Versuche am Kaninchen zeigten, auch verhaltnismaBig schneller 
aus dem Organismus vor sich ging als bei den anderen Queck- 
silberverbindungen, so konnte immerhin eine mehrtagige Queck- 
silberausscheidung auch nach ihrer Einspritzung beobachtet 
werden, woraus hervorgeht, da8 Spuren des Priparats, nach- 
dem die weitaus gréBten Mengen den Organismus schon inner- 
halb weniger Stunden verlassen haben, noch in der Zirkulation 
zuriickgehalten werden. Daraus, dab diesen Verbindungen so 
ganz die Affinitét zu den Geweben zu fehlen scheint, diirfte 
sich ungezwungenerweise ihre Ungiftigkeit erklaren. 

Nachdem wir nunmehr festgestellt hatten, daB nach einer 
einmaligen Einspritzung verschiedener Praparate Quecksilber in 
der Leber deponiert wurde, untersuchten wir die eingangs er- 
wahnte Frage, wie sich diese Ablagerung von Quecksilber bei 
gleichzeitiger Darreichung von Jodkalium verhalt. Zu diesem 
Zweck wurden folgende Versuche gemacht. 


Versuche mit gleichzeitiger Darreichung von Jodkaliumlésung 
per os und subcutaner Injektion von Quecksilberpriparaten 
an Kaninchen. 

(Siehe Tafel.) 

Versuch Nr. 1. a) Ein Kaninchen, 2500 g schwer, erhalt am 
8. Juni per os 0,5 g Jodkalium, gelést in 50 com Wasser, um 11 Uhr 
30 Min. Um 11 Uhr 45 Min. erhalt es subcutan 10 ccm einer Lésung 
von 0,5 g Quecksilbersalicylat, das in 50 ccm 1°/,iger Kochsalz- 
lésung unter Zusatz von etwas Soda (10 ccm = 0,1 g) aufgelést wurde, 
Am 12, Juni wurde das Tier getétet und Darminhalt (blutig), Leber, 
Gehirn und Blut auf Quecksilber gepriift, 

Darminhalt: Hg +++. 

Leber: Hg Spuren: 

Gehirn: Hg negativ. 

Blut: Hg negativ. 


SE eine eee oan 
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Kontrollversuch. b) Ein Kaninchen, 2000 g schwer, erhalt um 
11 Uhr 45 Min. 10 cem obiger Quecksilbersalicylatlésung?) injiziert. 
Das Tier wurde am 12. Juni getétet und wie das erste untersucht. 

Darminhalt: Hg +++. 

Leber: Hg ++. 

Gehirn, Blut: Hg negativ. 

Versuch Nr. 2. a) Am 20. Juni erhalt ein Kaninchen von 2650 g 
um 11 Uhr 25 Min, 25 com einer 1°/,igen Jodkaliumlésung per os, 
um 11 Uhr 33 Min. eine Injektion von 5 ccm einer Quecksilber- 
sslicylatlésung, die durch Auflésen von 0,25 g in 25 ccm 1°/,iger 
Kochsalzlésung und etwas Soda hergestellt war (5 ccm = 0,05 g Queck- 
silbersalicyl). Am 21. Juni wurden 370 ccm Harn gesammelt und durch 
Zusatz von salpetriger Séure und Ausschiitteln mit Chloroform das Vor- 
handensein von Jod festgestellt. 

Am 22, Juni 370 com Harn, die noch Jod enthalten. 

Das Tier wurde getitet. Bei der Untersuchung auf Quecksilber 
fand sich im Darminhalt Hg +. 

Leber: Minimale Spuren. 

Lunge und Blut: Hg negativ. 

Kontrollversuch. b) Ein Kaninchen von 2220g erhalt um 
11 Ubr 30 Min. 5 com obiger Quecksilbersalicylatlésung. Am 
22. Juni wurde es getétet. 

Darminhalt: Hg ++. 

Leber: Hg +. 

Lunge, Blut: Hg negativ. 

Versuch Nr. 3. a) Ein Kaninchen von 2080 g erhalt am 4. Juli 
25 com einer 1°%/,igen Jodkaliumlésung per os um 12 Uhr, um 
12 Uhr 5 Min. 8,5 ccm einer Lésung von Nitroquecksilberbenzoat, 
hergestellt durch Auflésen von 0,3 g Nitroquecksilberbenzoat in 18 ccm 
1°/,iger Chlornatriumlésung, zu der etwas Sodalésung gefiigt war. 

Am 5. Juli sind 50 ccm Harn vorhanden, der Jod enthilt. 

Am 6. Juli sind 340 com Harn vorhanden, in denen Jod nach- 
zuweisen ist. 

Das Tier wird getétet. Bei der Sektion ein sulziges Odem an der 
Injektionsstelle. In der Blase gefundener Harn zeigt keine Jodreaktion 
mehr. Bei der Untersuchung auf Quecksilber 

Darminhalt: Hg +. 

Leber, Blut, Lunge: Hg negativ. 

Kontrollversuch. b) Ein Kaninchen von 2270 g erhalt 8 ccm 
obiger Nitroverbindung. 


1) Dieses wurde aus der Apotheke als Hydrargyrum salicylicum 
bezogen. Es ist dies aber bekanntlich, wie Dimroth zuerst festgestellt 
hat, eine aromatische Quecksilbercarbonsiure, da das Hg, wie auch uns 
das Verhalten gegen Schwefelwasserstoff und Schwefelammonium zeigte, 
als nicht ionisiert zu betrachten ist. 
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Am 65. Juli sind 200 cem Harn vorhanden. 

Am 6. Juli 130 ccm Harn. 

Das Tier wird getétet. 

Darminhalt: Hg +. 

Leber: Hg ++. 

Blut, Lunge: Hg negativ. 

Versuch Nr. 4. a) Am 17. Juli erialt ein Kaninchen von 2610 g 
35 cem einer 1°/,igen Jodkaliumlésung per os, einige Minuten spiter 
2ccm einer Quecksilberchloridlésung (0,02 g) subcutan. Am 19. Juli 
wird das Tier getétet. 

Leber: Nur auBerst geringe Spuren Hg. 

Blut: Hg negativ. 

Kontrollversuch. b) Ein Kaninchen, 2470 g schwer, erhilt 
2com Quecksilberchloridlésung = 0,02g Substanz. Das Tier wird 
am 19. Juli getétet. 

Leber: Hg ++. 

Blut: Hg Spuren. 

Versuch Nr. 5. Ein Kaninchen von 2900 g erhilt am 20. Juli 
25 com einer 1°/,igen Jodkaliumlésung per os, 9 ccm einer Lésung 
von 0,5 g des diaminoquecksilbersauren Natriums (0,5 g auf 
20 ccm Wasser) subcutan. 

Am 21. Juli sind 270 ccm Harn vorhanden. 

Am 22. Juli wird das Tier getétet. 

Darminhalt: Hg ++. 

Blut und Leber: Kein Hg. 

Kontroliversuch. Ein Kaninchen von 2200 g erhalt 9 com obiger 
Lésung des diaminoquecksilberbenzoesauren Natriums. 

Am 21. Juli sind 330 ceom Harn vorhanden, «-Naphtholprobe positiv. 

Am 22. Juli wird das Tier getétet. 

Darminhalt: Hg ++. 

Leber und Blut: Kein Hg. 

Versuch Nr. 6. Ein Kaninchen von 2610 g erhalt am 24. Juli 
0,1 g der Quecksilberverbindung der Diaminoquecksilber- 
benzoesdure in Wasser aufgeschlemmt subcutan, 25 ccm einer 1°/,igen 
Jodkaliumlésung per os. Das Tier wird am 26. Juli getétet. 

Darminhalt: Geringe Spuren Hg. 

Leber und Blut: Nichts. 

Kontrollversuch. Ein Kaninchen von 1990g erhalt 0,1 g obiger 
Verbindung in Wasser aufgeschlemmt. Das Tier wird am 26. Juli getétet. 
Leber, Blut und Darminhalt weisen kein Hg auf. 


Priifung auf Jod in der Leber. 


Im Versuch 2 und 3 wurde die Leber des Kaninchens, das per os 
Jodkalium erhalten hatte, auf Jod gepriift. Dies geschah, indem ein 
Teil des Organs in der iiblichen Weise mit der doppelten Menge Natrium- 
hydroxyd verkohlt und mit der gleichen Menge Salpeter geschmolzen 
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wurde. Der nach dem Erkalten mit heiBem Wasser gewonnene Extrakt 
wurde mit Schwefelsiure angesiiuert und mit Chloroform geschiittelt. 
Jod wurde in keinem der beiden Fille gefunden. Es war auch nicht 
wahrscheinlich, daB Jod gefunden werden wiirde, da ja in dem Augen- 
blick, wo die Tiere getétet wurden, der Harn kein Jod mehr enthielt. 

Es kénnte in unseren Versuchen der Einwand erhoben werden, daB 
das Jod méglicherweise den Nachweis von Quecksilber hindert. Darauf 
angestellte Priifungsversuche der Salkowskischen Methode unter Zusatz 
von Jodkalium ergaben, da8 in allen Fallen das Jod den qualitativen 
Nachweis des Quecksilbers in keiner Weise gehindert hatte. Die er- 
haltenen Quecksilberspiegel waren ebenso stark in den Fallen, in denen 
dem Harn bzw. den Organen Jod zugesetzt war, wie in den Fallen, wo 
dies nicht geschah, 

Aus diesen Versuchen geht hervor, da8 durch eine 
gleichzeitige Darreichung einer geeigneten Menge Jod- 
kali die Ablagerung von Quecksilber in der Leber ver- 
hindert wird. 





TR Nsom 





ia TUT 


oy 

















L 
~ 


Nr. 


ali, a) mit Jod- 


Nit roo necksilhberhbenzoat 





b) ohne Jo 


kali, 


Nr. 2. 


b) ohne Jodkali, a) mit Jod- 
Salievinneckesilher. 


Versuch 


bali 


Qaltactianank ailhor 


Versuch Nr. 1. 
b) ohne Jodkali, a) mit Jod- 


. 





Biochemische Zeitschrift Bd. 36. 


me 
ee 


SN RR le Da eit 








b) ohn 





Jodkali, a) 


& 
5 

-) 

+ 

: 

= 
b 
2 
3 
Tt 


z 
Blumenthal u. Oppenheim, Jodkalium. Verlag von Julius Springer in Berlin 











Sen BEE 

















a a 


Ober die Hamolyse durch Ammoniak. 
Von 
Ed. Stadler und H. Kleemann. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Leipzig.) 
(Eingegangen am 21. August 1911.) 


Mit 7 Figuren im Text. 


Zur Vertiefung unserer Kenntnisse vom Wesen der Haimo- 
lyse ist letzthin das quantitative Studium ihres Verlaufs heran- 
gezogen worden. Arrhenius und Madsen’) haben eine Ver- 
suchsanordnung ausgearbeitet, mit deren Hilfe die Reaktions- 
geschwindigkeit der Hamolyse unter verschiedenen Bedingungen 
bestimmt werden kann. In jiingster Zeit hat Gros*) diese 
Methode angewandt u. a. zum Studium der Himolyse durch 
starke Blutgifte, im besonderen durch Ammoniak und Natrium- 
carbonat. Es ergab sich dabei, daB die Geschwindigkeit der 
Hamolyse bei Einwirkung dieser beiden Gifte proportional war 
ihrer Konzentration und umgekehrt proportional der Konzen- 
tration des Blutes. Danach muBten die Gifte beim Vermischen 
mit der Blutaufschwemmung zum gréBten Teil von den Blut- 
kérperchen aus der Lésung aufgenommen werden. Es fragte 
sich, welcher Vorgang dieser Aufnahme der Gifte durch die 
Blutkorperchen zugrunde lag. 

Eine Absorption der Gifte durch die Blutkérperchen entsprechend 
der Verteilung eines gelésten Stoffes zwischen zwei Lésungsmitteln war 
von vornherein auszuschlieBen, ,denn eine Verteilung des Ammoniaks 
zwischen Blutkérperchen und Lésung derart, daB nahezu alles Ammoniak 
von den Blutkérperchen aufgenommen wird, wiirde voraussetzen, daB 
der Teilungskoeffizient des Ammoniaks zwischen Blutkérperchen und 





1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 7f. 
2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 1 ff. u. 63, 341 ff. und 


diese Zeitschr. 29, 350 ff. 
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Wasser unendlich groB ist, und dies darf bei der groBen Léslichkeit des 
Ammoniaks in Wasser als ausgeschlossen betrachtet werden‘. Fiir das 
Natriumcarbonat gilt das gleiche. Weiterhin kam die chemische Bindung 
oder die Adsorption in Betracht. Bei der direkten quantitativen Be- 
stimmung des Ammoniaks, das zuniichst zu diesen Versuchen benutzt 
wurde, stie3 Gros auf experimentelle Schwierigkeiten, weil beim Ver- 
mischen konzentrierter Lésungen von Ammoniak mit den Blutkérperchen 
sehr schnell Hiamolyse eintrat und die Titration der iberstehenden 
Flissigkeit dadurch unméglich wurde. Bei Benutzung schwicherer 
Lésungen zeigte sich, daB die Menge Ammoniak, die von den Blut- 
kérperchen aufgenommen wurde, abhaingig war von der Konzentration 
der Lésung, daB es sich also nicht um eine chemische Bindung handeln 
konnte. Die fiir die Adsorption charakteristischen GesetzmaBigkeiten 
lieBen sich aber auf direktem Wege nicht mit Sicherheit nachweisen, da 
die Titrationsfehler wegen der Hamolyse zu groB waren. 

DaB es sich in der Tat um eine Adsorption des Ammoniaks durch 
die Blutkérperchen handelte, hat Gros!) in scharfsinniger Weise auf 
anderem Wege nachgewiesen. Er nimmt auf Grund friherer Versuche 
an, da8 in einem bestimmten Konzentrationsgebiete des Ammoniaks die 
Geschwindigkeit der Hamolyse der von den Blutkérperchen adsorbierten 


Ammoniakmenge proportional sei. Aus der Adsorptionsformel = K.o™ 


ergibt sich die Menge z des durch das Volumen a der Blutkérperchen 
adsorbierten Ammoniaks. ¢ bedeutet hier die Anfangskonzentration des 
Ammoniaks. Auf Grund obiger Annahme setzt er bei konstanter Blut- 
menge die Geschwindigkeit der Himolyse v= K,x. Die Adsorptions- 
formel erhailt dann die Form v= K,c™. Aus friiheren Messungen war 
nun bekannt, daS das Ammoniak auf die Blutkérperchen als konstante 
Schadlichkeit wirkt und deshalb die Geschwindigkeit der Himolyse um- 
gekehrt proportional ist der Zeit, nach der bei verschiedenen Konzen- 
trationen des Ammoniaks die gleichen Mengen Blutkérperchen bei der 
gleichen Temperatur himolysiert sind. Diese Zeit laBt sich mit grofer 
Genauigkeit mit Hilfe einer besonderen Methode bestimmen. Die Ad- 
sorptionsformel erhilt dann die einfache Form: c™t—K. Die Giltigkeit 
dieser Formel fiir die Ammoniakhimolyse konnte Gros in zahlreichen 
Versuchen bestitigen. Er schlie2t daraus, daB ,von dem der Blut- 
kérperchensuspension zugesetzten Ammoniak bzw. Natrium- 
carbonat ein Teil durch die Blutkérperchen adsorbiert wird 
und daB dieser adsorbierte Anteil maBgebend ist fiir die Ge- 
schwindigkeit der Haimolyse“. 

Bei Untersuchungen iiber die ,,Resistenz‘‘ der roten Blut- 
kérperchen gegeniiber Ammoniak in verschiedenen Medien 
zeigte sich, daB anscheinend die Adsorptionsformel nur unter 


Einhaltung gewisser Bedingungen, vor allem nur bei ‘Gebrauch 


1) Diese Zeitschr. 29, 350 ff. 
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von physiologischer Kochsalzlésung als indifferenter Fliissigkeit, 
nicht bei Benutzung von isotonischer Rohrzuckerlésung giiltig 
war. Die Verschiedenheit der Resultate forderte uns trotz der 
miBlungenen Versuche von Gros dazu auf, die Titration zur 
Klarstellung der Verhiltnisse heranzuziehen auf Grund der Er- 
fahrung, daB bei Verwendung kleiner Mengen von Blut und 
hamolysierender Lésung bei schnellem Arbeiten mit einer starken 
Zentrifuge eine Trennung des Blutes von der Fliissigkeit zu 
erzielen ist, bevor eine nennenswerte Hamolyse auftritt. Fiir 
die Durchfiihrung der Versuche erwies sich als wichtig das 
Blut unter allen Umstainden vor den geringsten Schadigungen 
durch andere chemische Agenzien zu bewahren. Es wurde nur 
in Jenenser Glas (auch beim Zentrifugieren) mit chemisch 
reinen Substanzen (Leitfahigkeitswasser) gearbeitet. Als Blut- 
art erschien das Hammelblut wegen seiner relativ groBen Wider- 
standsfihigkeit gegeniiber dem Ammoniak als besonders geeignet. 
Es wurde, wenn nicht besonders bemerkt, stets frisch unmittel- 
bar vor Beginn jeden Versuchs vom Schlachthofe bezogen. 
Auf diese Weise gelang es, auf direktem Wege mittels Titration 
die Vorginge, die sich unmittelbar nach dem Einbringen der 
Blutkérperchen in die hamolysierende Lésung abspielen, fest- 
zustellen. 

Da es uns zunachst nur auf die Beantwortung der Frage 
ankam, ob eine Adsorptionserscheinung vorlag oder nicht, ge- 
niigte in Anbetracht der auBerordentlich groBen Geschwindig- 
keit der Gleichgewichtseinstellung bei Adsorptionsprozessen eine 
Zeit von einigen Sekunden, wahrend der die Blutkérperchen 
mit der Giftlésung in Berihrung waren. 

Im einzelnen gingen wir bei der Untersuchung der Wirkung 
des Ammoniaks in physiologischer Kochsalzlésung auf aus- 
gewaschene Hammelblutkérperchen in der Weise vor, daB wir 
zu 2 ccm Blut (das Serum wurde durch die gleiche Menge 
physiologischer Kochsalzlésung ersetzt) 8 ccm einer Ammoniak- 
physiologischen Kochsalzlésung setzten, deren Ammoniakgehalt 
einer */,5-, */a0-» */¢0-» */s07> */1007 USW- bis zu */,9>-Normallésung 
entsprach. Sofort nach dem Einbringen wurde das Blut durch 
6 Minuten langes Zentrifugieren in verschlossenen GefaBen von 
der iiberstehenden Fliissigkeit getrennt, die sich stets auch in 
den stiarksten Konzentrationen als fast farblos erwies. Von 
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dieser wurden 1 bzw. 2 ccm mit */,,,..-n Schwefelsdure unter 
allen Kautelen (CO,-freies Wasser) titriert. Als Indicator diente 
Jodeosin in itherischer Lésung nach der Vorschrift von 
Mylius und Forster’). 

In der Tab. I bedeutet a die Anfangskonzentration des 
Ammoniaks in Gramm, ¢ die in der iiberstehenden Fliissigkeit 
wiedergefundene (Gleichgewichtskonzentration) und 2 die ver- 
schwundene Menge Ammoniak (adsorbierte Menge). In der 
6. Reihe ist angegeben, wie viel Prozent der urspriinglichen 
Ammoniakmenge von den Blutkérperchen aufgenommen wurden. 























Tabelle I. 
NH, | a Ce ae ae F, 
Veo 0 0,00680 | 0,00598 | 0,00082 1,59 12,06 
1/4. 340 284 | 056 |= (1,43 16,47 
Veo 0 227 177 | 050 | 1,56 21,73 
V/s 2 170 | 126 | 044 | #+1,58 | 25,88 
M/so9 1 136 | 098 | 038 149 | 27,14 
Mio D 113 080 | 033 1,41 30,0 
Vso 097 | 063 | 034 (1,63) | (37,77) 
V/s9o 085 | 056 020 | 142 | 322 
/igo D 075 | 051 024 | (1,26) | (34,2) 
—2) 060 036 024 1,45 40,0 
a 051 | 028 | 023 1,45 46,0 
_ 047 025 022 1,53 46,8 
— 042 | 022 020 1,50 47,6 
~_ 039 | 020 019 1,50 48,7 
_ 034 | 016 018 1,50 52,9 
—_ 028 012 | 016 145 | 57,1 
- 024 | 010 | 014 145 | 68,3 
_ 015 | 005 | 010 | 1,45 | 66,6 





_~ 
=} 


der Fig. 1 ist das Ergebnis dieses Versuches kurven- 
maBig dargestellt. Auf der Abszisse sind die Gleichgewichts- 
konzentrationen (c), auf der Ordinate die Werte der ver- 
schwundenen Mengen (z) eingetragen. 


1) Zeitschr. f. anal. Chem. 31, 248 ff. 

2) Die folgenden Werte fiir a, c und 2 sind durch graphische Kon- 
struktion aus den Logarithmen berechnet und in den Figuren 1 und 2 
durch punktierte Linien hervorgehoben. Eine titrimetrische Bestimmung 
lieB sich bei der geringen Menge Ammoniak, die sich innerhalb dieser 
Konzentrationen in der iiberstehenden Fliissigkeit findet, nicht mehr 
exakt ausfiihren. Durch die Einfiihrung dieser berechneten Werte kommt 
aber die hyperbolische Form der Adsorptionskurve besser zum Ausdruck. 
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Die Kurve zeigt die fiir die Adsorp- —— 

tion charakteristische hyperbolische Form, 
wenn auch in etwas flacher Auspragung. 
Der 2. und 4. Wert fallt ein wenig aus 
der Reihe heraus, wie auch die Werte 
; fiir K in der Tab. I ergeben. Tragt 
man fernerhin auf der Abszisse die Lo- }|— 
garithmen der Gleichgewichtskonzentra- 
tionen c, auf der Ordinate die Logarith- 
men der adsorbierten Mengen z auf, so 
erhalt man eine gerade Linie. 
; Aus der Berechnung der einzelnen 
Winkel, die die Teilstiicke mit der Hori- 
zontalen bilden, wurde der Wert fiir den 
Exponenten (m) bestimmt. Er betrug in 
diesem Falle 0,4. Mit Hilfe der Adsorp- 
tionsformel wurden die Werte fiir K be- 
rechnet. Wie die 5. Reihe der Tab. I 
zeigt, sind die Werte konstant. 

Damit ist die von Gros auf an- 
derem Wege gefundene Erscheinung der | | | 
Adsorption des Ammoniaks durch die 
Blutkérperchen mittels der direkten titri- 
metrischen Bestimmung der adsorbierten 
Mengen bestatigt. Freilich zunachst nur 
unter der Bedingung, da8 die Blut- 
kérperchen mit physiologischer Koch- 
salzlésung gewaschen und weiterhin ver- 
setzt sind. 

{ Benutzt man zur Lésung des Ammo- 

niaks statt der physiologischen Kochsalz- ee i al 
lésung eine isotonische (9,4°/,ige) Rohr- 
zuckerlésung, so gestaltet sich, wie uns 
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mehrere Versuche zeigten, die Hamolyse a 
in mancher Beziehung anders. Vor allem \ | 

macht sich eine bedeutende Verlang- ae =X | 

samung im Verlauf bemerkbar, so daB wir » 6 > 








uns bei Untersuchungen iiber die ,,Resistenz‘“‘ der roten 
: Blutkérperchen bei Krankheiten gezwungen sahen, wesentlich 
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starkere Konzentrationen des Ammoniaks zu verwenden, damit 
ein Versuch sich nicht iiber Stunden hinzog. Einige Zahlen 
mégen dieses Verhalten erlautern. 
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Tabelle II. 


Gewaschenes Kaninchenblut. 38° C. Auf 0,1 com Blut kommen 
10 ccm Giftlésung. Totale Haimolyse trat ein: 














NH, 0,9°/,ige Koch- | 9,4°/,ige Rohr- 
%, salzlésung zuckerlésung 
0,5 4’ 15’ 

1,0 2’ 12’ 30” 
2,0 l’ 10’ 45” 
3,0 45” 10’ 

4,0 36” 9’ 45” 
5,0 30” Y 15” 
6,4 25” 8’ 45” 
8,6 sofort 8’ 15” 








Um festzustellen, ob bei der Hamolyse durch Ammoniak 
in Rohrzuckerlésung ebenfalls die Adsorption eine Rolle spiele, 
fiihrten wir nach der oben beschriebenen Methode von Gros 
einen Versuch mit méglichst zahlreichen Konzentrationen aus, 
indem wir unter der Annahme der Wirkung einer konstanten 
Schadlichkeit die Geschwindigkeit der Hamolyse aus der Zeit 
bestimmten und die Giiltigkeit der Adsorptionsformel durch 
Berechnung und graphische Konstruktionen priiften. Es wurden 
stets 0,l com mit Rohrzuckerlésung ausgewaschenen Blutes zu 
9 ccm der hamolysierenden Fliissigkeit gesetzt. 
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Tabelle III. 











c t K c | t | K 
10 9’ 30” 93 3,05 | 38°30” 104 
6,67 14’ 30” 110 285 39/30" 107 
5,714 16’ 30” 96 266 | 40/30" | 109 
5,0 18’ 104 2,50 | 45’ | (123) 
4,45 20’ 30” 93 235 | 62/30" | (116) 
40 | 2B | 42 223 | 65'30” | (117) 
3,63 27’ 30” 95 2,12 5730” | (120) 
3,34 33’ 114 20 | 61 (128) 





Unter ¢ ist die Konzentration des Ammoniaks in der iso- 
tonischen Rohrzuckerlésung in Prozenten angegeben. Die Werte 
unter K bezeichnen die Konstante, die nach der Formel 
c™-.t==K berechnet wurde. Der Wert fiir m betrug 1,077. 
Bei seiner Berechnung wurden die 5 letzten Konzentrationen 
fortgelassen. 

In der Fig. 3 ist das Ergebnis dieses Versuches graphisch 
dargestellt. Auf der Abszisse sind die Ammoniakkonzentrationen, 
auf der Ordinate die Zeiten aufgetragen. 





Fig. 3. 


Die Kurve zeigt eine Kriimmung, die sie einer hyper- 
bolischen Form nahe bringt. Die Werte von K stimmen gut 
iiberein. Tragen wir nunmehr die Logarithmen der Ammoniak- 
konzentrationen als Abszissen und die Logarithmen der t-Werte 
als Ordinaten auf, so erhalten wir eine Gerade. Das zeigt 
Fig. 4. 

Mehrere Kontrolluntersuchungen ergaben die gleichen Ver- 
haltnisse. 

Es fragt sich, ob auch in diesem Falle wie bei der Am- 


moniak-Kochsalzhémolyse eine Adsorption vorliegt. Wir finden 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 21 
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eine wenigstens naherungsweise hyperbolische Kurve, eine gute 
Konstanz der K-Werte, eine Gerade bei Logarithmierung der 
Zahlen fiir c und ¢. Jedoch entspricht der Wert fiir m nicht 
den Gesetzen, die Freundlich’) fiir die Adsorption fordert. 
Nach den bisherigen Erfahrungen liegt bei der Adsorption der 
Exponent ,,in iiberaus engen Grenzen (zwischen 0,5 bis 0,8), 
unabhangig von der Natur des 
Lésungsmittels, gelésten Stoffes 
und adsorbierenden Stoffes“. 

DaB die hohen Ammoniak- 
konzentrationen, die zur Héimo- 
lyse in Rohrzuckerlésung ange- 
wandt wurden, auf den Verlauf 
des Prozesses in besonderer Weise 
einwirken, ist nicht anzunehmen. 
Im Gegenteil ist in schwachen 
Lésungen, in denen fast das ge- 
samte Ammoniak aus der Lésung 
Log\c von den Blutkérperchen auf- 
genommen wird, die Geschwindig- 

Fig. 4. keit der Himolyse der Konzen- 

tration des Ammoniaks propor- 

tional. Aus konzentrierten Lésungen wird aber nach den 

Versuchen von Gros nur ein Teil des Ammoniaks aufgenommen, 

,und man darf deshalb erwarten, da8 in diesen Lésungen die 

Geschwindigkeit der Himolyse nicht mehr proportional ist der 

Anfangskonzentration des Ammoniaks, sondern dem adsorbierten 
Teil desselben“. 

Der verschiedene Verlauf der Hamolyse in der Kochsalz- 
und in der Rohrzuckerlésung konnte nun bedingt sein durch 
ein andersartiges Verhalten des Ammoniaks gegeniiber den Blut- 
kérperchen unmittelbar beim Zusammenbringen beider Sub- 
stanzen oder dadurch, daB das Ammoniak in der isotonischen 
Rohrzuckerlésung im Ablaufe der Hamolyse als inkonstante 
Schidlichkeit wirkte. Die erstere Annahme war nach den fiir 
die Adsorption giiltigen GesetzmaBigkeiten nicht wahrscheinlich. 
Denn nach den Untersuchungen Freundlichs gehéren die an- 
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1) Uber die Adsorption in Lésungen. Habilit.-Schrift. Leipzig 1906. 
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organischen Salze und hydroxylhaltige Kérper (Zucker) zu den 
Stoffen, die sehr schwach adsorbiert werden und als Medien 
die Adsorption anderer Stoffe in sehr f&hnlicher Weise be- 
einflussen. Immerhin machte sich eine Untersuchung in dieser 
Richtung wiinschenswert, zumal es sich auf direktem Wege 
durch quantitative Bestimmung des nach dem Vermischen mit 
den Blutkérperchen zuriickbleibenden Ammoniaks unschwer 
feststellen lieB. 

Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei Tab. I, nur 
daB statt der physiologischen Kochsalzlésung eine 9,4°/,ige 
isotonische Rohrzuckerlésung zur Verwendung kam. Auch die 
Ammoniakkonzentrationen waren die gleichen. 

















Tabelle IV. 

NH; 4 * Fie K | % 

: Mog 0 0,00680 | 0,00606 | 0,00074 100 | 10,8 
: I/4o 340 273 067 1,32 19,7 
: 1/eq 0 227 180 047 115 | 20,4 
: I/go 0 170 125 | 045 132 | 25,3 
if 1/r99 0 136 100 | 036 115 | 27,7 
| 1/s99 0 113 081 032 1,15 | 29,0 
¥/s4o D 097 070 027 1,05 28,4 
1/169 D 085 059 026 1,10 30,6 
1/s99 D 075 050 025 1,15 33,3 

1/s00 n 068 | 041 027 1,35 _ 
—1) 051 | 032 019 1,10 38,0 
_ 041 025 016 1,08 40,0 
— 035 020 015 1,10 42,8 
— 029 016 013 1,05 44,8 
_ 023 012 011 1,03 47,8 
— 021 011 010 1,03 47,6 
— 017 008 009 1,00 52,9 

















Der Wert fiir m betragt in diesem Falle 0,49. 

Die in gleicher Weise ausgefiihrte kurvenmaBige Darstellung 
der Werte fiir x und c zeigt Fig. 5 (S. 310), die Darstellung ihrer 
Logarithmen Fig. 6 (S. 311). 

Es handelt sich danach bei der Einwirkung des Am- 
moniaks in Rohrzuckerlésung auf rote Blutkérperchen zweifel- 
los ebenfalls um eine Adsorption. Alle fiir die Adsorption 
giltigen GesetzmaBigkeiten treffen hier zu. 

Interessant war unter diesen Umstanden die Beantwortung 
der Frage, ob sich Unterschiede der adsorbierten Mengen in 








1) Siehe FuBnote zu Tab. I. 
21* 
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Fig. 5. 


der Rohrzucker- und in der Kochsalzlésung 
feststellen lieBen, da die Himolyse in beiden 
Medien so sehr ungleich schnell verlauft. 
Es bedurfte dazu eines Versuches mit dem- 
selben Blute unter méglichst gleichen Ver- 
haltnissen. Ein solcher Versuch ist in Tab. V 
mitgeteilt. 








Tabelle V. 
: Adsorbierte Ammoniakmenge in 
pean ta °/, der Anfangskonzentration 
es i iad <a 
Ammoniaks Kochsalz- Robrzucker- 
lésung lésung 
1/49 n 41,1 40,0 
1/g9 D 45,8 44,7 
1/9 D 46,9 46,0 
1/10 2 -- 48,5 
*/e00 2 52,9 52,9 





Es zeigt sich also, daB die Adsorption 
des Ammoniaks durch die Blutkérperchen 
in der Rohrzuckerlésung ebenso stark ist wie 
in der Kochsalzlésung, ein Ergebnis, wie 
es den Forderungen der Adsorption ent- 
spricht, die unabhingig von der Natur des 
Lésungsmittels erfolgen soll. 

Fiir den verschiedenen Verlauf der Ha- 
molyse in den beiden Medien kam nun 
zweitens als Ursache die hamolytische Wirk- 
samkeit des Ammoniaks als einer inkonstan- 
ten Schidlichkeit bei Verwendung von Rohr- 
zuckerlésung in Betracht. Das muBte sich 
mit Hilfe des Verfahrens von Arrhenius 
und Madsen’) entscheiden lassen, durch 
das das Fortschreiten der Himolyse aus der 
zu bestimmten Zeiten himolysierten Blut- 
menge berechnet wird. Die von Gros*) im 
einzelnen beschriebene und etwas modi- 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 78. 
*) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 
1 ff. 
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fizierte Methode bedurfte einer Abinderung deswegen, weil 
die durch Zentrifugieren von den Blutkérperchen befreite Rohr- 
zucker - Himoglobinlésung stets eine ziemlich starke Triibung 
zeigte, wodurch ein Vergleich mit der blanken Farbenskala fast un- 
mdglich wurde. In einfachster Weise lie8 sich das Hindernis um- 
gehen, indem die Hamoglobinskala durch eine so schwache Seifen- 
lésung getriibt wurde, daB noch keine Hamatinbildung auftrat. 
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Fig. 6. 
Zur Beobachtung des Ablaufes der Himolyse wurde nicht 
ausgewaschenes Hammelblut mit folgenden Rohrzucker- Ammo- 


niaklésungen versetzt: 
Tabelle VI. 











IL 


10 ccm Liq. Ammon. caustic. +- 90 com 9,4°/,ige Rohrzucker- 
lésung -++- 2 ccm Blut. 
II. 12 com Liq. Ammon. caustic. +- 88 ccm 9,4°/,ige Rohrzucker- 
lésung +- 2 cem Blut. 
IIL 15 com Liq. Ammon. caustic. + 85 ccm 9,4°/,ige Rohrzucker- 
lésung -++ 2 ccm Blut. 
Die Werte unter ¢ geben die Zeit an, nach der die in den anderen 
Rubriken aufgefiihrten Prozentmengen Blut hamolysiert sind. Tempe- 

















ratur 40° C. 
oe ee ee ee ee 

sofort | — | — | 101 | 90 | 125 | 156 _ 
5 — | 109 — | 0; — — | 562 
10 7,0 | 109 | 101 | 110 | 133 | 164 | — 
20 70 | 109 | 17 | 120 | — | — | 68,7 
30 78 | 147 | 147 | 130 | 133 | 187 | — 
40 78 | 1147 | 126 | 140 | — | — |e 
50 a6 | 133 | — | 180 | 172 | 312 |) — 
60 | 101 | 133 | 140 | 170 | 210 | 593 | - 
70 | 109 | 148 | — | 190 | 37,5 | ca.90| — 
80 12,5 15,6 | 31,2 | (Hamatin) | 
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In Fig. 7 ist die Tabelle graphisch dargestellt. Zum Ver- 
gleich ist eine der Arbeit von Gros entnommene Kurve ein- 
getragen, die den Verlauf der Ammoniakhamolyse in physio- 
logischer Kochsalzlésung zeigt. 
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Fig. 7. 


Die Betrachtung der Kurven ergibt auf den ersten Blick, 
daB sie von einer geraden Linie, wie sie der Kochsalz-Ammo- 
niakhamolyse entspricht, bedeutend abweichen. Nach einer so- 
fort nach dem Zusammenbringen des Blutes mit der Giftlésung 
einsetzenden maBig starken Hamolyse folgt eine lange Zeit 
fast vdlligen Stillstandes, die der Starke der Giftlésung sich 
annaihernd umgekehrt proportional verhalt. Dann schreitet 
die Hamolyse plétzlich sehr schnell bis zum Ende fort. Gegen 
das Ende tritt Himatinbildung ein. Diesem ungleich schnellen 
Fortschreiten der Hamolyse entsprechend ist es nicht méglich, 
irgendwelche festen Beziehungen zwischen Zeit, Giftkonzentration 
und hamolysierter Blutmenge zu finden, wie Gros sie fiir die 
Ammoniakhaémolyse in Kochsalzlésung berechnen konnte. Es 
hat sich also durch diesen Versuch erwiesen, da8 das Ammoniak 
in Rohrzuckerlésung als inkonstante Schadlichkeit auf die 
Blutkérperchen wirkt. Dadurch erklirt es sich, daB bei der 
Verwendung der Methode von Gros (Bestimmung der Geschwin- 
digkeit der Hamolyse aus der Beziehung zwischen Zeit und 
Giftkonzentration) die Formel, nach der sich eine Konstante 
berechnen laBt, nicht den GesetzmaBigkeiten der Adsorption 


Die Pr 











Hiamolyse durch Ammoniak. 313 


entspricht. Die der Tab. III zugrunde liegende Formel 
e407 .¢ == K hat nur den Wert einer Interpolationsformel. 

Wie 14B8t sich nun der ungleiche Verlauf der Ammoniak- 
himolyse in der Kochsalz- und in der Rohrzuckerlésung er- 
klaren? Zunachst diirfen wir annehmen, daB die Blutkérperchen 
durch die Vorbehandlung (Auswaschen, Aufschwemmen) in den 
beiden isotonischen Lésungen in verschiedenartiger Weise be- 
einfluBt werden. Das ist aus Versuchen mit anderen Blut- 
giften bekannt. So sind z. B. gegeniiber dem Saponin die 
Blutkérperchen in Elektrolytlésungen weniger resistent als in 
Lésungen von Nichtelektrolyten. Aus den Untersuchungen von 
Ivar Bang’) iiber die Kobragifthimolyse geht hervor, da8 
eine vorherige Kochsalzbehandlung die Eigenschaften der Blut- 
kérperchen héchst wesentlich verindert. Wahrscheinlich wird 
die Kohlenséiure der Blutkérperchen durch Salzsiure aus dem 
Kochsalz ersetzt. Aber auch Blutkérperchen in Rohrzucker- 
lésung sind nicht ohne weiteres mit Blutkérperchen im Blute 
vergleichbar. Durch Waschen mit Rohrzuckerlésung wird die 
Kohlenséure aus den Blutkérperchen entfernt. 

Als weitere Ursache fiir den ungleichen Verlauf der Am- 
moniakhémolyse in der Kochsalz- und in der Rohrzuckerlésung 
ist vielleicht eine Anderung der Giftlésung selbst durch chemi- 
sche Umsetzungen anzusehen. Es ist wahrscheinlich, da8 bei 
der Lésung des Ammoniaks in physiologischer Kochsalzlésung 
Salmiak gebildet wird. Nach Untersuchungen Overtons*) 
wirkt aber der Salmiak auf zahlreiche Ptlanzen- und Tierzellen 
noch in viel geringeren Konzentrationen schadlich als andere 
Ammonverbindungen. Vergleiche mit Ammoniak fehlen aller- 
dings. Immerhin 148t sich nicht ohne weiteres von der Hand 
weisen, daS der Ablauf der Hiamolyse sich andert, wenn an 
der Wirkung nicht-ionisierte Molekel des Salmiaks beteiligt sind. 

Welche andere Ursachen den Unterschied im Ablauf der 
Ammoniakhamolyse in den beiden Medien vielleicht noch be- 
einflussen kénnten, sei dahingestellt. Bei der mangelhaften 
Kenntnis tiber den Vorgang der Himolyse iiberhaupt sind alle 
derartige Erérterungen doch zunichst nur hypothetischer Natur. 

1) Asher-Spiro, Ergebnisse d. Physiol. Jahrg. 8, 463 und Ergeb- 


nisse d. inneren Medizin u. Kinderheilk. Jahrg. 3, 447. 
2) Nagels Handb. d. Physiol. d. Menschen 2, 837. 
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Im Laufe der Versuche ergaben sich noch einige weitere 
Fragen, deren Beantwortung mit Hilfe der bisher angewandten 
Methoden leicht erschien, die auch fiir manche hisherigen Be- 
obachtungen nicht ganz unwichtige Aufklarungen lieferten. 

Die Wirkung zablreicher Gifte auf Blutkérperchen wird 
durch Blutserum abgeschwiacht. Gros') hat den hemmenden 
Einflu8 des Serums bei der Himolyse durch Neutralsalzlésungen 
studiert und bei den verschiedenen Salzen eine verschieden 
starke Hemmung gefunden. Der EinfluB des Serums nimmt 
dabei mit steigendem Zusatz bis zu einem Maximum zu, nach 
dessen Uberschreiten er abnimmt. 

Auch bei der Ammoniakhimolyse ist die hemmende Wir- 
kung des Serums sehr auffallig, wie Tab. VII erkennen aft. 


Tabelle VII. 
1. 0,2 com Menschenblut in 10 com Ammoniak-Kochsalzlésung. 37° C. 
Totale Hamolyse trat ein: 


NH,- -Konzentration | 0,248 | 0,213°/, |0,17049/, | 0,142°/_ {o,1217 10/, 














Nicht “ausgewaache- iy eo | | 
es Blut | owi ow | of | 8 | 35’ 
ieaiepiiniiinitii 11’ ~~ ery | 181/,’ 20’ 


2. 0,lccm Menschenblut in 9 com Ammoniak-Rohrzuckerlésung. 37° C. 
Totale Hamolyse trat ein: 


‘NH, -Konzentration | 6,67°/, | 5,714% | 5,0% | 445% | 40% 

















Nicht ausgewasche- 
nes Blut 1)’ lv | 18%// | 22 28’ 
AusgewaschenesBlut| 10’ iy | 174/ | oY | ow 


Es fragt sich, ob dieser hemmende Einflu8 erst im spateren 
Verlaufe der Himolyse oder sofort bei der Adsorption des Am- 
moniaks durch die Blutkérperchen eintritt. Die zweite Frage 
muBte sich beantworten lassen durch direkte Bestimmung der 
adsorbierten Menge Ammoniak mittels Titration. Da sich die 
Farbe des Serums hierbei sehr stérend bemerkbar machte 
und Blutserum gegen Jodeosin sich alkalisch verhalt, setzten 
wir zu den mit Rohrzucker- bzw. Kochsalzlésung ausgewaschenen 
Blutkérperchen eine 10°/,ige Lésung von Pepton. depurat. sicc. 
Griibler hinzu. Auch dann zeigte sich eine starke Hemmung 
der Hamolyse. 


") Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 1 ff. 
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Tabelle VIII. 
Hammelblutkérperchen, mit physiol. NaCl ausgewaschen bei 38° C. 
Totale Hamolyse trat ein: 





Konzentr.des ns Om peer * ae, 
NH, in 0), | 272 | 245 | 218 | 1,9 | 1,63 | 1,36 | 1,09 081) 0,64 | 027 





Physiol. NaCi1’ 30"|1’ 45”,1’ 50” 2 10” 2 30”, 8” 3°48”, Bf 7" 30”| 16 
NaCl + 1130") 2 |2’20"| 3° \3/30"4'50" 7 | 12'| 23° |ea.45’ 
| | | 








| | } 


0,1°/, Pepton | 
1’ 30”,2' 10".2 45" 4’ 830", 9 | 7 | — | — | — 
' i 1 ! 


NaCl + 

1°/, Pepton 

Die direkte Bestimmung der Adsorption mittels Titration 
mit Jodeosin in der friiher beschriebenen Weise wurde in 
Rohrzuckerlésungen vorgenommen. Das Blut wurde zunichst 
mit Rohrzuckerlésung stark ausgewaschen und die fortgenommene 
Serummenge durch Rohrzuckerlésung ersetzt. Mit dieser Blut- 
aufschwemmung wurde eine zweite verglichen, bei der das 
Serum durch die gleiche Menge einer 10°/,igen Pepton-Rohr- 
zuckerlésung ersetzt wurde. In der Tab. IX sind die Ergeb- 
nisse verzeichnet. a bedeutet die Anfangskonzentration des 
Ammoniaks in Gramm, c die Gleichgewichtskonzentration und 
x die adsorbierten Mengen, die in der 5. und 8. Reihe in 
Prozenten der Anfangskonzentration umgerechnet sind. 





























Tabelle IX. 
Konzen- Rohrzuckerlésung 10° an ene. 
Ce a nn ee rkinseeeee Me ng 
NH; a | c | 2s | & c 2 %/, 
a a ———————— T —_—_ —__—_- —_ } 
1/45 0,0034 | 0,0016 | 0,0018 | 52,9 |0,0018 | 0,0016 | 47,1 
Veo 17 07 = 10 |: -458,8 08 | 09 | 53,3 
Veo 0 113 044 | 0089 | 61,3 049, 064! 57,1 
V/s¢o 1 085 029; 056! 65,5 034! 051} 60,0 
Vo99 0 068 022 046 | 68,2 024; 044) 64,2 


Daraus geht hervor, daB in der Peptonlésung durch- 
schnittlich 5°/, Ammoniak weniger adsorbiert wird als in der 
peptonfreien Rohrzuckerlésung. Die Konzentration des Am- 
moniaks scheint dabei ohne Bedeutung zu sein. Der hemmende 
Einflu8 des Peptons macht sich also bereits sofort beim Beginn 
der Hamolyse geltend. Es ist wohl anzunehmen, da8 die Ver- 
hiltnisse beim Serum ebenso liegen. Wird weniger Ammoniak 
von vornherein von den Blutkérperchen adsorbiert, so wird 
der weitere himolytische ProzeB, dessen Ursache wohl die 
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Hydroxylionen des Ammoniaks bilden, langsamer verlaufen. 
Da im iibrigen nach den Untersuchungen von Gros das Am- 
moniak auch im serumhaltigen Blut als konstante Schidlichkeit 
wirkt, so ist als eine wesentliche Ursache des hemmenden Ein- 
flusses des Serums die verminderte Adsorption des Ammoniaks 
durch die Blutkérperchen vielleicht infolge Anderung der Ober- 
flichenspannung (Freundlich) anzusehen. Ob die Hamolyse 
in ihrem weiteren Verlaufe durch den Serumzusatz noch andere 
Verainderungen erfihrt, entzieht sich zunichst unserer Be- 
obachtung. Auffallend ist, daB sich im Ablauf der Hamolyse 
die Serumhemmung in den niederen Ammoniakkonzentrationen 
starker bemerkbar macht als in den héheren. 

Zur Beurteilung von ,,Resistenzpriifungen‘‘ der roten Blut- 
kérperchen bei verschiedenen Krankheitszustainden erschien es 
wichtig, sich von dem EinfluB wechselnder Blutmengen 
auf die GréBe der Adsorption ein Bild zu verschaffen. Gros 
hat diese Frage fiir die Ammoniakhimolyse bereits in den 
Kreis seiner Untersuchungen gezogen. Er fand, daB bei niedriger 
Ammoniakkonzentration, bei der fast alles Ammoniak von den 
Blutkérperchen aufgenommen wird, die Zeiten der vollendeten 
Hiamolyse der Konzentration des Blutes umgekehrt proportional 
sind. In héheren Konzentrationsgebieten des Ammoniaks, in 
denen nur ein Teil adsorbiert wird, nimmt die Geschwindigkeit 
der Himolyse ebenfalls mit steigender Blutmenge ab, aber 
nicht in proportionalem Verhiltnis. Die Abnahme ist vielmehr 
geringer, als der Steigerung der Blutkonzentration entspricht. 
Dieses Verhalten entspricht bekannten, fiir die Adsorption 
giiltigen GesetzmaBigkeiten (Freundlich). Wird nur ein Bruch- 
teil des vorhandenen Ammoniaks adsorbiert, so wird eine gréBere 
Blutmenge auch mehr Ammoniak aufnehmen; ,,aber nie so 
viel, daB die Gesamtmenge des Ammoniaks der Blutmenge 
proportional ist‘ (Gros). 

Den Beweis fiir die Richtigkeit dieser Uberlegung fiihrte 
Gros auf indirektem Wege mittels der Himolyse. Er muBte 
sich aber auch leicht in direkter Weise mittels Titration er- 
bringen lassen. Zu dem Zwecke variierten wir unter Ver- 
wendung der gleichen Ammoniakkonzentrationen wie in den 
friiheren Versuchen die Blutmengen in der Art, dab wir 2, 3 
und 4ccm Blut zu je 8 ccm Ammoniaklésung setzten und die 
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Gleichgewichtskonzentration in der iiberstehenden Filiissigkeit 
wie oben angegeben titrimetrisch bestimmten. In der Tab. X 
sind unter a die Anfangskonzentrationen, unter z die adsor- 
bierten Mengen des Ammoniaks verzeichnet. Deren prozentual 
auf die Anfangskonzentration berechnete Werte finden sich in 
der nachsten Spalte. K ist nach der Adsorptionsformel be- 
rechnet. Der Wert fiir m betragt 0,4. 


























Tabelle X. 

; 2 ccm Blut 3 ecm Blut ; 4 ccm ‘Blut i Verhaltnis 

? s ‘- x | z-100| K x x-100 | K fll K Mengen zu- 
; @ | a a | einander 

1/,9n 10,0034 | 0,0008 | 23,5 2,9 0,0013 38,2 3,8 0,00136 40,0 | 4,1 }1:1,6:1,7 
I/egD 17 06 35,2 | 2,2 077 45,2 | 3,1 100, 52,9 | 4,6}1:1,3:1,5 
Throop D 113 045; 41,0 | 2,1 062) 56,3 | 3,2 O71 64,8 | 4,0 1:1,4:1,6 
I/igo 0 085 040; 45,2 | 2,2 055; 61,0 | 3,5 059 «65,4 | 4,0]1:1,3:1,5 
¥/oo9 0 068 039; 56,2 | 2,6 049 «70,8 | 3,8 053 76,4 | 4,7 |1:1,3:1,4 


Die Zahlen der letzten Rubrik der Tabelle geben das Ver- 
haltnis der adsorbierten Ammoniakmengen zueinander bei den 
verschiedenen Blutkonzentrationen an; es betragt im Durch- 
schnitt 1 : 1,38: 1,54, wahrend sich die Blutmengen wie 1 : 1,5: 2,0 
verhalten. Die Adsorption steigt also innerhalb der hier benutzten 
Ammoniakkonzentrationen nicht proportional der Blutmenge, 
sondern nimmt mit steigender Blutmenge ab. Entsprechend lang- 
samer verlauft demgemaB, wie Gros gezeigt hat, die Haimolyse. 

Es war uns schlieBlich bei unseren praktischen Resistenz- 
bestimmungen aufgefallen, daB bei Verwendung ausgewaschener 
Blutkérperchen dasselbe Blut sofort nach der Entnahme 
wesentlich langsamer hamolysierte, als wenn es 24 Stunden im 
Eisschrank aufbewahrt worden war. Bei Verwendung von Leit- 
fahigkeitswasser und Jenenser Glas zeigte sich niemals eine 
Spur von Himolyse nach dieser Zeit. Ein Beispiel mag die 
Zeitdifferenzen zeigen. 

Tabelle XI. 


Mit isoton. Rohrzuckerlésung ausgewaschene Menschenblutkérperchen. 





Ammoniakkonzentr.| 66%) | 5,7% | 5.0% | 4.4% | 4,0% 


¢am6.XII.... 7’ 45” 10°15” | 12°45” | 16°15” | 18’ 45” 
. 2 eS See 5’ 45” 715" | 1’ | 13’ 45” 15’ 


Die durchschnittliche Differenz der ¢-Werte betrigt hier 2’ 36”. 
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Es fragt sich auch hier wieder, worin der Zeitunterschied 
begriindet ist: ob in der vermehrten Adsorption des Ammoniaks 
durch die Blutkérperchen oder in anderen, den weiteren Ver- 
lauf der Himolyse stérenden Verinderungen. Durch die direkte 
Bestimmung des adsorbierten Ammoniaks muBte die erste Frage 
zu entscheiden und damit auch ein Anhaltspunkt fiir die Be- 
antwortung der zweiten gegeben sein. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie friiher. In 
isotonischer Rohrzuckerlésung ausgewaschene Hammelblutkérper- 
chen wurden am 29. VI. und 24 Stunden spater mit verschie- 
denen Ammoniakkonzentrationen versetzt und die adsorbierte 
Ammoniakmenge titrimetrisch bestimmt. Die iiberstehende Rohr- 
zuckerlésung war nach dem 24stiindigen Stehen im Eisschrank 
véllig klar, so daB eine Himolyse mit Sicherheit ausgeschlossen 
werden konnte. Tab. XII gibt an, wieviel Prozent der Anfangs- 
konzentration des Ammoniaks von den Blutkérperchen in den 
verschiedenen Verdiinnungen adsorbiert wurden. 


Tabelle XII. 





2 Adsorbiert wurden in °/, 
NH,- — der Anfangskonzentration 
ionamin |b —..—. 
am 29. VI. | am 30. VI. 
1,50 T 400 6«6«|~—ls2g9 
1 n 44,7 | 6588 
1/seo 0 48,5 | 65,5 
1oo9 D 52,9 68,2 





Es geht daraus hervor, da8 am zweiten Tage durchschnitt- 
lich 15,2°/, des Ammoniaks mehr adsorbiert wurden als am 
ersten. Also ein bedeutender Unterschied, der zweifellos den 
Ablauf der Hamolyse stark beeinfluSt und die Zeitdifferenzen 
vollauf zu erkliren imstande ist. Der schnellere Verlauf der 
Himolyse unter diesen Umstinden ist also in der vermehrten 
Adsorption des Ammoniaks durch die Blutkérperchen _be- 
griindet. Was mag die Ursache der vermehrten Adsorption 
sein? — 

Freundlich’) faBt die Adsorption als Oberflaichenspan- 
nungserscheinung auf. Mit der Veranderung der Oberflaichen 


1) Uber die Adsorption in Lésungen. Habilit.-Schrift. Leipzig 1906 
und Zeitschr. f. Chemie u. Industrie der Kolloide 2, 65 u. 97, 
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eines adsorbierenden Stoffes wird sich voraussichtlich die Ad- 
sorption in gewissem Sinne andern, wenn im iibrigen quanti- 
titiv dieselben Verhaltnisse bestehen. Die roten Blutkérperchen 
sind in ihrem Volumen bekanntlich sehr leicht beeinfluBbare 
Gebilde. Geringsten Anderungen der osmotischen Konzentration 
in der Suspensionsfliissigkeit entsprechen sie durch Schrumpfung 
oder Quellung, durch Verminderung oder Vermehrung ihres 
Wassergehalts. Entsprechend einer Schrumpfung oder Quellung 
des Blutkérperchens wird sich naturgeméB sein Umfang ver- 
andern, seine Oberfliche verkleinern oder vergréBern. Die 
Gesamtoberfliche der Blutkérperchensuspension wiirde durch 
die Quellung des einzelnen Kérperchens vergréBert und damit 
eine Zunahme der adsorbierenden Flache herbeigefiihrt werden. 

Aber es ist vielleicht nicht einmal notwendig, eine Volum- 
anderung der Blutkérperchen anzunehmen, Hamburger’) hat 
gezeigt, daB die Kérperchen in isotonischen Lésungen auBer 
einer Anderung ihrer chemischen Zusammensetzung ihre ur- 
spriingliche Gestalt verlieren: ,,Das bikonkave Scheibchen strebt 
der Kugelform zu, indem die Dimension des groBen Durch- 
messers ab- und die Dicke des Blutkérperchens zunimmt.‘ 
Das wiirde ebenfalls schon eine Oberflichenainderung bedeuten, 
die vielleicht auf die Spannungserscheinungen von EinfluB ist, 
Wir lassen die Frage offen, welche Ursache der vermehrten 
Ammoniakadsorption zugrunde liegt. 


Zusammenfassung, 

1. Es wurde auf direktem Wege mittels Titration fest- 
gestellt, daB die Aufnahme des Ammoniaks durch die mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschenen roten Siugetier- 
blutkérperchen eine Adsorptionserscheinung darstellt und damit 
der Befund von Gros bestatigt, der zu dem gleichen Resultat 
auf indirektem Wege durch die Beobachtung der Hamolyse 
gelangte. 

2. Werden die Blutkérperchen statt mit physiologischer 
Kochsalzlésung mit einer isotonischen Rohrzuckerlésung ge- 
waschen und aufgeschwemmt, so verliuft die Ammoniak- 
haimolyse bedeutend langsamer. Die Ursache dieser Erschei- 
nung ist nicht in einer veranderten Aufnahme des Ammoniaks 


4) Osmot. Druck- und Ionenlehre 1, 107. 
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durch die Blutkérperchen zu suchen. Die Adsorption erfolgt 
vielmehr quantitativ gleich in der Rohrzucker- wie in der 
Kochsalzlésung. Die Beobachtung des weiteren Verlaufes der 
Himolyse zeigt, da8 das Ammoniak in der Rohrzuckerlésung 
als inkonstante, in der Kochsalzlésung als konstante Schidlich- 
keit wirkt. Die Formel, die die Beziehung zwischen der 
Konzentration des Ammoniaks und der Zeit, nach der voll- 
stindige Himolyse eintritt, darstellt, entspricht bei der Rohr- 
zuckerlésung nicht den GesetzmaBigkeiten der Adsorption. 

3. Der hemmende Einflu8 des Serums bzw. einer Pepton- 
lésung auf die Hamolyse ist wenigstens zum Teil zuriickzufiihren 
auf eine verminderte Adsorption des Ammoniaks durch die 
roten Blutkérperchen. 

4. Bei Verwendung gréBerer Blutmengen steigt die Ad- 
sorption des Ammoniaks nicht proportional der Zunahme der 
Blutmenge, sondern sie nimmt mit steigender Blutmenge ab. 
Entsprechend langsamer verlauft demgemaB, wie Gros gezeigt 
hat, die Hamolyse. 

5. 24 Stunden in isotonischer Rohrruckerlésung aufbewahrtes 
Blut hamolysiert durch Ammoniak schneller als dasselbe Blut 
in frischem Zustande. Die Ursache dieser Zeitdifferenz liegt 
in einer vermehrten Adsorption des Ammoniaks durch das 
altere Blut. 
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Ober die Himolyse durch Essigsaure.') 
Von 
Ed. Stadler und H. Kleemann. 


(Aus der medizinischen Klinik zu Leipzig.) 


(Bingegangen am 21. August 1911.) 
Mit 5 Figuren im Text. 


In der vorhergehenden Arbeit wurde gezeigt, daB die 
Ammoniakhaimolyse unter verschiedenen Versuchsbedingungen 
— Vorbehandlung der Blutkérperchen mit isotonischer Koch- 
salz- oder Rohrzuckerlésung, Serumzusatz, Anderung der Blut- 
menge, frisches und Alteres Blut — eine Verschiedenartigkeit 
des Verlaufs zeigt, die zum Teil begriindet ist in der Aufnahme 
des Giftes durch die Blutkérperchen, zum Teil in der Wirkung 
des Giftes waihrend des weiteren Ablaufs der Haimolyse. Die 
Aufnahme des Ammoniaks durch die roten Blutkérperchen 
wurde dabei auf direktem Wege mittels Titration bestimmt. 
Sie stellte sich unter allen Umstanden als eine Adsorptions- 
erscheinung dar, die nur unter gewissen Bedingungen quanti- 
tative Differenzen erkennen lieB. Zur Beobachtung des weiteren 
Ablaufs der Hamolyse wurden, wenn mdglich, zwei Methoden 
herangezogen. Die direkte Bestimmung des Fortschreitens der 
Hiamolyse durch den Vergleich der freigewordenen Hamoglobin- 
menge mit einer Himoglobinskala (Arrhenius und Madsen) 
lie8 unmittelbar erkennen, ob das Gift eine konstant oder in- 
konstant wirkende Schidlichkeit darstellt. Die zweite, von 
Gros ausgearbeitete Methode gab uns iiber die Verlaufsweise 
der Hamolyse nur Aufschlu8, wenn uns die Art der Aufnahme 
des Giftes durch die Blutkérperchen (Adsorption, chemische 
Bindung usw.) bekannt war, oder sie lieB einen SchluB zu auf 


1) Eine ausfiihrlichere Darstellung des Inhalts dieser und der vor- 
hergehenden Abbandlung, besonders hinsichtlich der Untersuchungs- 
methoden, findet sich in der demnichst erscheinenden Inaugural-Disser- 
tation von H. Kleemann. 
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die Art der Aufnahme des Giftes durch die Blutkérperchen, wenn 
wir wuBten, daB das Gift als konstante, der normalen Sterbe- 
kurve der Blutkérperchen aéhnlich verlaufende Schadlichkeit wirkt. 


Die Untersuchungen wurden zunichst nur fiir ein starkes 
Blutgift, das Ammoniak, durchgefiihrt, dessen haimolytische 
Wirksamkeit wohl auf der Abspaltung von Hydroxylionen be- 
ruht. Bei dem Interesse, das diese Beobachtungen fiir den 
Vorgang der Haimolyse iiberhaupt beanspruchen diirfen, war es 
wiinschenswert, auch andere Substanzen in der gleichen Weise 
auf ihre Giftwirkung hin zu untersuchen, zumal solche, deren 
himolytische Wirksamkeit wie bei den Saéuren auf die Ab- 
spaltung von Wasserstoffionen zuriickzufiihren ist. Angesichts 
der nicht geringen Schwierigkeiten und der geraumen Zeit, den 
die Durchfiihrung einer gleichen Versuchsserie wie beim Am- 
moniak beansprucht, haben wir zunachst nur die Essigsiure 
in den Kreis unserer Betrachtungen gezogen. 


Die Untersuchung der Essigsiurehimolyse machte allerhand Schwie- 
rigkeiten, besonders dadurch, da8 sich wahrend des Ablaufs der Himo- 
lyse EiweiSfallungen und Himatinbildung einstellten. So wurde die Be- 
obachtung der beendeten Hamolyse (Blankwerden der Blutlésung) oft 
vereitelt und auch der Vergleich mit einer Haimoglobinskala nach der 
Methode von Arrhenius und Madsen sehr erschwert. Die EiweiB- 
fallung trat im serumhaltigen Blut naturgemiB leichter ein als bei Ver- 
wendung ausgewaschener Blutkérperchen. Sie erfolgte auch dann weniger 
leicht bei Benutzung von isotonischer Rohrzuckerlésung als von physio- 
logischer Kochsalzlésung als Aufschwemmungsfliissigkeit. Die Hamatin- 
bildung erwies sich allein abhangig von der Konzentration der Essig- 
siurelésung, ganz gleich, mit welcher Geschwindigkeit die Himolyse ver- 
lief. Beiden Hindernissen suchten wir zu begegnen, indem wir die Ver- 
suche bei niederer Temperatur ausfiihrten. Der Temperaturkoeffizient 
ist fir die Himolyse durch Essigsiure anscheinend sehr viel geringer als 
fiir die EiweiSfallung und fiir die Himatinbildung. Die Haimolyse wird 
auch bei Eistemperatur kaum nennenswert verlangsamt, EiweiBfillung 
und Hamatinbildung erfahren dann aber eine bedeutende Verzégerung. 
Da8B auch die verschiedenen Blutarten sich gegeniiber der Essigsiure 
sehr wechselnd verhalten, sei hier nur erwahnt. Wir arbeiteten bei 
den meisten Versuchen mit Hammelblutkérperchen, bei einigen mit 
Kaninchenblut. 


In der Tabelle I ist ein Hamolyseversuch mit wechselnder 
Essigsaiurekonzentration wiedergegeben. Die Kaninchenblut- 
kérperchen waren mit physiologischer Kochsalzlésung ausge- 
waschen und das Serum durch die gleiche Menge Kochsalz- 
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lésung ersetzt. Zu 10 ccm Essigsiure-Kochsalzlésung sind 0,1 ccm 

Blutkérperchen hinzugesetzt. Die Temperatur betrug 25° 0. 
Unter c ist die Konzentration der Essigsiure in Prozenten, 

unter ¢ die Zeit der beendeten Hamolyse in Minuten verzeichnet. 











Tabelle I. 

Cc t K 
0,196 6! 45” 3,43 
0,147 8’ 6” 3,66 
0,098 9’ 12” 3,68 
0,0784 9 45” 3,43 
0,049 12’ 12” 3,59 
0,0196 16’ 45” 3,43 











Die Werte unter K sind nach der in der vorigen Arbeit ent- 
wickelten Formel c” -t== K berechnet. Sie sind konstant. Der Wert 
fiir m betraigt 0,4. Inder Fig. 1 sind auf der Abszisse die Logarith- 
men der Konzentration der Essigsiure, auf der Ordinate die Lo- 
garithmen von ¢ aufgetragen. Die Kurve bildet eine gerade Linie. 
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Fig. 1. 


Nach den Ausfiihrungen der Einleitung sind wir nicht be- 
rechtigt, aus diesem Resultate irgendwelche Schliisse iiber Auf- 
pahme und Wirkung der Essigsiure in den Blutkérperchen zu 
ziehen. Wir bediirfen vor allem zunichst der Kenntnis vom 
Fortschreiten der Essigsiurehimolyse. Wirkt die Essigsiure 
(in Kochsalzlésung) auf die Blutkérperchen als konstante oder 
inkonstante Schiadlichkeit ? 

Zur Beantwortung dieser Frage benutzten wir die von 
Gros') modifizierte Versuchsanordnung von Arrhenius und 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 62, 34. 
Bioehemische Zeitschrift Band 36. 22 
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Madsen, die uns die Geschwindigkeit der Hamolyse wahrend 
ihres Verlaufs zu messen gestattet. Betreffs der Einzelheiten 


verweisen wir auf die Ausfiihrungen von Gros. 

Die Versuche wurden mit ausgewaschenen und nicht ausgewaschenen 
Hammelblutkérperchen angestellt. Es wurde nur solches Blut verwandt, 
das wihrend des Auswaschens in der Firbung des Serums und der Koch- 
salziésung keine Spur von Himolyse erkennen lieB. Bei Verwendung 
serumhaltiger Blutkérperchen traten stets Eiweibfallungen auf, die den 
Vergleich mit der itiblichen Hamoglobinskala nicht zulieBen. Wir halfen 
uns dadurch, da8 wir die Haimoglobinskala durch Seifenlésung tribten 
und damit einen Vergleich erméglichten. 

Die Kolben mit den Blutlésungen standen in einem Behilter mit 
Eiswasser, das konstant eine Temperatur von + 3°C aufwies. Die 
kleinen Blutmengen (4 bis 5 ccm), die zu den angegebenen Zeiten zur 
Analyse aus den Kolben entnommen wurden, wurden sofort in einer 
starken Zentrifuge ausgeschleudert und nicht erst, wie Gros bei der 
Ammoniakhimolyse beschreibt, in eine Kaltemischung gesetzt: die Essig- 
siurebimolyse schreitet, wie oben bereits hervorgehoben, auch bei niederer 
Temperatur schnell fort. Mehrere Versuche verliefen im Prinzip gleich- 
artig, wenn sie auch in den Zahlen untereinander ein wenig differierten. 

In den Tabellen Ila und IIb bedeutet ¢ die Zeit in Mi- 
nuten, x die zu dieser Zeit haimolysierte Menge Blutkérperchen 
in Prozenten. 

I. 0,5 com ®/,-CH,COOH in 100 ccm phys. NaCl, 2 ccm Blut. 


Il. 1 ” ” ” 100 ” ” ” 2 ” ” 
III. 2 ” ” ” 100 ” s9 ” 2 ” ” 
IV. 4 ” ” ” 100 ” ” ” 2 ” ” 


Tabelle Ila. 


Ausgewaschenes Hammelblut. 





























zx 

t - a om 
I | I | III IV 
5 4,7 6,2 11,6 20,3 
10 6,2 7,0 15,6 21,8 
15 6,2 7,8 15,6 21,8 
20 7,8 93 °& 17,2 21,8 
30 7,8 9,3 18,7 23,4 
40 7,8 11,7 21,0 23,4 
50 9,3 16,4 25,0 42.2 
60 10,1 20,3 38,2 65,6 
70 10,9 25,0 43,7 71,8 
80 13,2 28,9 ape 78,1 
90 14,8 32,0 62,5  < 81,2 
100 17,2 32,8 65,6 84,3 
110 20,3 38,2 68,7 87,5 
120 24,0 39,8 78,1 89,0 
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Tabelle IIb. 


Nicht ausgewaschenes, serumhaltiges Hammelblut. 














t ——_—__—_—_—— ~~ -—— 
) a... ae 
sofort 62 | 86 | 203 
5 ~~ | =lUvtlU 
10 93 | 156 | 297 
20 10,1 | 17,2 30,5 
30 125 | 18,0 31,2 
40 14,0 | 20,3 39,0 
50 14,8 23,4 46,8 
60 15,6 | 268 50,0 
15 16,4 | 28,9 53,1 
90 7,2 «| 33,6 62,5 
105 ae | 37,5 68,7 
120 va | 406 78,1 
135 on | 45,3 82,8 
150 abi | 48,4 84,3 





In Fig. 2a und Fig. 2b sind die Resultate graphisch dar- 
gestellt. 


90 





Fig. 2a. 


Auf den ersten Blick ist zu erkennen, daB hier von einer 
konstant wirkenden Schadlichkeit nicht die Rede sein kann. 
Die Hamolyse setzt unmittelbar nach dem Zusammenbringen 
von Blut und Giftlésung stark ein und schreitet waihrend der 
ersten 10 Minuten in allen Konzentrationen schnell fort. Dann 
steht sie in den nachsten 40 bis 50 Minuten fast védllig still, 

22% 
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um etwa mit Beginn der zweiten Stunde wieder bis zum Ab- 
schlu8 des Versuchs schneller fortzuschreiten. Bei mehrfachen 
Versuchen zeigte sich stets derselbe Verlaufstypus. Wir glauben 
nicht, den ersten schnellen Anstieg der Hiaimolyse auf eine 
Schidigung der Blutkérperchen durch das vorherige Auswaschen 
mit Kochsalzlésung zuriickfiihren zu brauchen, da wir auch 
bei serumhaltigen, nicht ausgewaschenen Blutkérperchen die 
gleichen Erscheinungen beobachteten. Wir sehen vielmehr ge- 
rade diesen anfianglichen rapiden Anstieg als charakteristisch 
fiir die Essigsiurehamolyse an. 


90 
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Fig. 2b. 





Es ist uns nicht gelungen, irgendwelche feste Beziehungen 
oder GesetzmaBigkeiten zwischen Konzentration des Giftes, Zeit 
und hamolysierter Blutmenge aufzufinden, wie sie Gros’) z. B. 
fiir das Ammoniak als Blutgift berechnen konnte. Es ist még- 
lich, daB die Durchlissigkeitsverhiltnisse der Plasmahiille der 
Blutkérperchen fiir die verschiedenen Stoffe beim Ablauf der 
Hamolyse eine wichtige Rolle spielen. Bei der mangelhaften 
Kenntnis iiber die Natur der Giftwirkung sowie iiber den Vor- 
gang der Himolyse iiberhaupt erscheint es aber nicht gerecht- 
fertigt, weitgehende Schliisse aus diesen Versuchen zu ziehen. 
Vielleicht gewahrt eine vergieichende Beobachtung der Haimo- 
lyse durch andere organische und anorganische Stoffe mit der 
hier benutzten Methode einen Einblick in den Mechanismus 
ihrer Wirkung. Derartige Untersuchungen sind im Gange. 


1) Arch, f. experim. Pathol: u. Pharmakol. 62, 1 ff. 
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Mit dem Nachweise, daB die Essigsiure als inkonstante 
Schadlichkeit wirkt, fallt die Méglichkeit fort, aus dem in 
Tabelle I angefiihrten Versuch einen Schlu8 auf den Mecha- 
nismus der Giftwirkung, speziell auf die Aufnahme des Giftes 
durch die Blutkérperchen, zu ziehen. Da8 die mit dieser 
Methode gefundenen Werte sich anscheinend den GesetzmaBig- 
keiten der Adsorption einfiigen, ist in Anbetracht des weiteren 
Verlaufs der Himolyse noch kein Beweis dafiir, da8 es sich in 
der Tat um eine Adsorptionserscheinung handele. A priori liegt 
es freilich nahe, nach den Erfahrungen mit dem Ammoniak 
auch fiir die Aufnahme der Essigsiure die Regeln der Adsorption 
als giiltig zu vermuten, zumal nach den Versuchen Freund- 
lichs*) die Essigsiure gut adsorbiert wird. Der Nachweis, daB 
es sich auch bei der Aufnahme der Essigsiure durch die roten 
Blutkérperchen um eine Adsorptionserscheinung handelt, konnte 
nur auf direktem Wege durch Titration gefiihrt werden. Diesen 
Zweck verfolgen die nachstehenden Versuche, bei denen nur 
mit Rohrzuckerlésung gearbeitet wurde, da sich in der Koch- 
salz-Essigséurelésung stets Haimolyse einstellte. 


Die Methodik entspricht der beim Ammoniak bewahrten. Zu 2 ccm 
ausgewaschenen Blutes wurden 8 ccm der Essigséure- Rohrzuckerlésung 
in den angegebenen Konzentrationen gesetzt. Sofort nach der Mischung 
wurde das Blut von der iiberstehenden Fliissigkeit durch Zentrifugieren 
getrennt. In den starksten Konzentrationen trat dabei bisweilen eine 
schwache Hamolyse auf, die aber nicht weiter stérend wirkte. 1 bis 3 ccm 
der iiberstehenden Fliissigkeit wurden mit "/;99-Barytwasser unter CQ,- 
freier Luft im verschlossenen Kolben titriert. Als Indicator diente 
Phenolphthalein. In der Tabelle III bedeutet a die Anfangskonzentration 
der Essigsiure in Gramm, c die Gleichgewichtskonzentration und z die 
verschwundene Menge Essigsiure. In der 5. Reihe ist angegeben, wie- 
viel Prozent der urspriinglichen Essigsiuremenge von den Blutkérperchen 
aufgenommen wurde. 


Tabelle III. 























a c | x K o/, 
0,01 656 0,01132 0,00 524 1,21 25,5 
0,00946 0,00610 336 1,27 35,4 

584 359 225 1,29 38,7 
445 270 175 1,27 38,9 
349 206 143 1,27 40,9 
227 141 086 ~- (37,9) 
119 064 055 1,27 45,8 
072 037 035 1,27 49,3 











1) Uber die Adsorption in Lésungen. Habilit.-Schrift. Leipzig 1906. 





PLN LONI Ee TY OO 


OE ee ee 


de 
5 
3 
‘a 
ps 
oe 
: 


eer 


‘ea Te, 


eT a Pr 








ee cen 








328 Ed. Stadler und H. Kleemann: 


In der Fig. 3 ist das Ergebnis dieses Versuchs kurven- 
maBig dargestellt. Auf der Abszisse sind die Gleichgewichts- 
konzentrationen (c), auf der Ordinate die Werte der ver- 
schwundenen Mengen (z) eingetragen. 
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Die Kurve zeigt eine hyperbolische Form, wie sie fir die 
Adsorption charakteristisch ist. Zum Vergleich ist eine Gerade 
eingezeichnet, die die Verteilung nach dem Henryschen Satze 
darstellt. Werden die Logarithmen von c¢ als Abszissen, die 
Logarithmen von z als Ordinaten eingetragen, so erhalt man 
eine gerade Linie. 
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Fig. 4. 


Aus der Berechnung der Winkel, die die einzelnen Teil- 
stiicke mit der Horizontalen bilden, wurde der Wert fiir den 
Exponenten (m) bestimmt. Er betrug 0,8. Die Werte von K 
sind mit Hilfe der Adsorptionsformel = = K berechnet. Sie 


sind, wie die 4. Reihe der Tabelle III zeigt, konstant. 
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Damit ist die Vermutung, da8 die Aufnahme der Essig- 
sdure durch die roten Blutkérperchen eine Adsorptionserschei- 
nung darstelle, bestatigt. Da8 wir dadurch natiirlich keinen 
weiteren Einblick in den Mechanismus der Himolyse bekommen, 
soll hier noch einmal betont werden. 

Wir haben weiterhin den Verlauf der Essigsiurehimolyse 
untersucht mit der Abanderung, da8 wir die Blutkérperchen 
statt mit physiologischer Kochsalzlésung mit einer isotonischen 
Rohrzuckerlésung vorbehandelten und in dieser auch die Essig- 
siure lésten. Es zeigten sich dabei ganz die gleichen Ab- 
weichungen, wie sie bei der Ammoniakhimolyse beobachtet 
wurden. Vor allem machte sich auch hier eine bedeutende 
Verlangsamung im Ablauf der Hamolyse bemerkbar, wie aus 
der beifolgenden Tabelle IV hervorgeht. 


Tabelle IV. 
Gewaschenes Kaninchenblut. 38° C. Auf 0,1 com Blut kommen 10 ccm 
Giftlosung. Totale Haimolyse trat ein: 





9,4°/o 





CH,COOH 0,9°/, 
o/, NaCl Rohrzucker 
4,9 4’ | 4’ 30” 
2,94 5! 35” } y 
2,21 6’ 45” 13’ 
1,76 he. a 18’ 
1,27 8’ 15” (42’) 





Die Priifung der Adsorptionsformel nach der Methode von 
Gros (Bestimmung der Geschwindigkeit der Hamolyse aus der 
Zeit) fiihrte auch bei Verwendung der Rohrzuckerlésung zu 
einem negativen Resultate. Wir haben deshalb entsprechend 
den friiheren Erérterungen die Essigsiure als inkonstant 
wirkende Schidlichkeit aufzufassen. Uber die Ursache der 
stirkeren Giftwirkung der Essigsiure in der Kochsalzlésung 
vermégen wir auch hier nichts Sicheres auszusagen. Wir ver- 
weisen auf die entsprechenden Ausfiihrungen in der Arbeit tiber 
die Ammoniakhamolyse. 


Um Wiederholungen zu vermeiden, verzichten wir auf die An- 
fiihrung der einzelnen Versuche. Die Himolyseversuche in Rohrzucker- 
lésung bieten wesentlich geringere Schwierigkeiten als diejenigen in der 
Kochsalzlésung, da sich stérende EiweiSfillungen fast niemals bemerk- 
bar machen, so da8 es sich auch mit serumhaltigen Blute gut arbeiten 
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laBt. Bei den starkeren Konzentrationen der Essigsiure, die hier in 
Anbetracht des langsameren Ablaufs der Himolyse zur Verwendung 
kommen, ist wahrscheinlich das Optimum der EiweiBfallung schon iiber- 
schritten. Die Agglutination der mit Rohrzuckerlésung ausgewaschenen 
Blutkérperchen in der Essigsiure-Rohrzuckerlésung, eine Erscheinung, \ 
die schon vielfach beobachtet und beschrieben ist, wirkt fiir die Be- 
obachtung der Himolyse nicht stérend, wenn die Glaser des 6fteren 
aufgeschiittelt werden. 

Wir haben schlieBlich Untersuchungen angestellt iiber die 
Adsorption der Essigsiure bei Serumzusatz zum Blute und bei 
wechselnder Blutmenge. Diese Versuche wurden samtlich in 
isotonischer Rohrzuckerlésung vorgenommen. 

DaB auch bei der Essigsiurehimolyse eine Hemmung 
durch das Blutserum stattfindet, mége folgender Versuch kurz 
erlautern. 


oe ere 





Tabelle V. 
0,1 com Menschenblut in 9 com Essigsiure-Rohrzuckerlésung. Totale 
Hamolyse trat ein: 


























CH,COOH Rovatle Lux Borrmann 
mit ohne mit ohne mit ohne 
%y Serum | Serum | Serum | Serum Serum | Serum 
0,93 iv | worl iz =| ly 10°30” | 7°30” 
0,8 29/ 13’ 1630” | 10'30” | 13’ 10’ 15” 
0,7 33’ 17’ 21’ 12’ 18’ 12’ 30” 
0,6 40/ $i’ 30’ 30” | 13’ 30” 22’ 15’ 
| 0,56 47’ 25 36’ 30” 15’ 29’ 17’ 











Bei der Ammoniakhamolyse konnten wir als wesentliche 
Ursache der Serumhemmung eine verminderte Adsorption des 
Giftes durch die Blutkérperchen, unabhingig von der Am- 
: moniakkonzentration, feststellen. Dies geschah mit Hilfe der 
direkten Bestimmung der adsorbierten Giftmengen durch 
Titration. Dieselbe Methode verwandten wir bei der Essig- 
siure, nur brauchten wir hier das Serum wegen seiner neu- 
tralen Reaktion gegeniiber dem Phenolphthalein nicht durch 
eine Peptonlésung zu ersetzen. Das Blut wurde zunichst 
mit isotonischer Rohrzuckerlésung gewaschen und 2ccm Blut 
mit 9ccm einer Essigséure-Rohrzuckerlésung von bestimmter 
Konzentration vermischt. Zum Vergleich wurden dann 1, bzw. 
2 und 3ccm der Rohrzuckerlésung durch Blutserum ersetzt. 
In der Tabelle VI geben die Zahlen an, wieviel Prozent der 
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anfainglichen Essigsiuremenge nach dem Zentrifugieren der 
Mischung aus der iiberstehenden Fliissigkeit verschwunden sind 











Tabelle VI. 
Anfangskonzentration | ae 
der CH,COOH 0,00487 0,00289 
g 
kein Serum 17,0 18,9 
leccem , 33,1 41,2 
S s 33,2 | 44,6 
oe . 34,1 48,4 





Man sieht zunichst, daB durch den Serumzusatz eine sehr 
betrachtliche Menge Essigséure aus der iiberstehenden Fliissig- 
keit verschwindet, und zwar 2 bis 3mal mehr als bei der 
serumfreien Mischung. 

Von vornherein ist auszuschlieBen, da®B diese gréBere 
Menge Essigsiure von den Blutkérperchen aufgenommen sei, 
denn dann miiBte die Haimolyse voraussichtlich weit schneller 
verlaufen bei Serumzusatz als ohne solchen, und gerade das 
Gegenteil ist der Fall. Es bleibt nur iibrig, daB die Essig- 
séure von anderen Substanzen als den Blutkérperchen ge- 
bunden und damit diesen vielleicht teilweise entzogen wird, 
so da8 nun eine geringere Menge zur hamolytischen Wirkung 
zur Verfiigung steht. Es kann sich nur darum handeln, da 
die Essigsiure mit dem Blutserum eine feste Verbindung ein- 
geht, die durch Zentrifugieren aus der iiberstehenden Fliissig- 
keit entfernt wird. Das la8t sich auf einfache Weise zeigen, 
indem man Blutserum mit einer schwachen Essigséurelésung 
versetzt, zentrifugiert und nun bestimmt, ob die Essigsaéure in 
der iiberstehenden Fliissigkeit vermindert ist. Die Tabelle VII 
stellt einen solchen Versuch dar. 


Tabelle VII. 





























CH,COOH- 
Losung . . 5 5 5 5 com 
Serum. . 5 4 2 eo . 
Wasser. . 0 1 3 5 » 
0,029 0,029 0,029 0,029 
Ss ws 0,012 0,013 0,014 0,029 
er ae 0,017 0,016 0,015 0 


a bedeutet die Anfangskonzentration, c die Gleichgewichtskonzen- 
tration, x die verschwundene Menge Essigséure in Gramm, 
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Am Boden der Zentrifugenréhrehen fand sich bei den : 
serumhaltigen Lésungen stets eine geringe Menge weiBlicher 
Substanz: ausgefilltes SerumeiweiB. 

Zweifellos wird also durch das Blutserum eine gewisse 
Menge Essigsiure gebunden und damit wohl fiir die Hamolyse > | 
unwirksam. Es geht nicht aus diesen Versuchen hervor, ob 
die Menge der von den Blutkérperchen adsorbierten Essigséiure 
vermindert ist oder ob die Verlangsamung der Hiamolyse erst 
in ihrem weiteren Ablaufe stattfindet. 

Die Zahlen der Tabelle VI besagen ferner, daB um so 
mehr Essigséure verschwindet, je gréBer der Serumzusatz ist, 
da8 aber aus niederen und hdéheren Essigsiurekonzentrationen 
annaéhernd die gleiche absolute Menge Essigséure entnommen 
wird. Gerade das letztere Verhalten spricht ebenfalls fiir die 
Bindung der Essigséure durch das Blutserum. 

Wir sehen also, daB die Serumhemmung bei der Essig- 
séiurehimolyse ganz andere Ursachen hat als bei der Hamolyse 
durch Ammoniak. In letzterem Falle konnten wir eine ver- 
minderte Adsorption des Giftes bei Serumzusatz ganz unab- 
haingig von der Giftkonzentration feststellen, bei der Essigséure 
tritt dagegen eine Verminderung der Giftmenge durch Bindung 
an das Serum in den Vordergrund. NaturgemaB laBt sich 
nicht sagen, ob noch andere Verhialtnisse fiir die Verlang- 
: samung der Hamolyse nebenher eine Rolle spielen; immerhin 
: lassen sich bereits bei dieser Teilerscheinung des haimolytischen 
a Vorganges nennenswerte Unterschiede bei verschiedenen Blut- 
giften feststellen. 

Fiir das Studium des Einflusses wechselnder Blutmengen 
auf die Adsorption der Essigsiure kamen dieselben Uber- 
legungen in Anbetracht wie bei dem Ammoniak. Wir ver- 
weisen deshalb auf die dort gemachten Ausfiihrungen. Wir 
bestimmten titrimetrisch in der friiher angegebenen Weise die 
Gleichgewichtskonzentration der Essigsiure in der tiberstehen- 
den Fliissigkeit, nachdem wir zu der vorher genau eingestellten 
Essigséurelésung 2, 3 und 4ccm Blut hinzugesetzt hatten. In 
der Tab. VIII sind unter a die jeweilige Anfangskonzentration, 
unter x die adsorbierten Mengen Essigsiure verzeichnet. Die 
Zahlen in den Zwischenspalten geben die adsorbierten Mengen 
in Prozenten der Anfangskonzentration wieder. 





pediment, 
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Tabelle VIII. 
2 ccm Blut 3 ccm Blut 4 ccm Blut a 
a z-100 lz - 100 z- 100] 2dsorbierten 
x Mme > x ad wnttalebini Mengen 
| @ | @ a zueinander 
0,00729 |0,00247 33,9 0,00337 46,2 0,00403 | 55,3 | 1:1,4:1, 
| (a — 0,00452) (a — 0,00452) ye 
389 158 | 40,6 240 53,1 296 65,5 | 1:1,3:1,6 
312 136 43,6 180 | 57,7 a | — $1:1,3 
(a = 0,00249) (a = 0,00249) ee 
227 107 | 47,1 159 | 63,9 188 75,5 | 1:1,3:1,6 














In der letzten Reihe sind die Verhaltniszahlen der ad- 
sorbierten Essigsiuremengen zueinander bei den verschiedenen 
Blutkonzentrationen wiedergegeben: sie betragen im Durch- 
schnitt 1:1,3:1,6, wahrend sich die Blutmengen wie 1:1,5:2 
verhalten. Wir sehen also auch hier wie beim Ammoniak, 
daB die Adsorption nicht proportional der Blutmenge steigt, 
sondern mit steigender Blutmenge abnimmt. Entsprechend 
langsamer verliuft demgemé8 die Hiamolyse, wie folgende 
Tabelle zeigt. 

Tabelle IX. 


Menschenblutkérperchen in 9 ccm der Rohrzucker-Essigsiurelésung. 
Totale Hamolyse trat ein: 











CH,;COOH Lux Billhardt 
> 0,1 Blut | 0,2 Blut 0,1 Blut 0,3 Blut 
0,93 9 14’ 6’ 15’ 
0,8 10’ 30” 18’ 6’ 30” 16’ 30” 
0,7 12’ 21’ Js 18’ 
0,62 13’ 30” 23’ 7’ 30” 19’ 30” 
0,56 15’ 25/ 8’ 21’ 
Zusammenfassung, 


1. Die Aufmahme der Essigséure durch die roten Blut- 
kérperchen stellt eine Adsorptionserscheinung dar (nur in Rohr- 
zuckerlésung nachgewiesen). 

2. Die hamolytische Wirkung der Essigséure entspricht in 
ihrem Verlaufe der Wirkung einer inkonstanten Schadlichkeit, 
fiir die sich bestimmte Beziehungen zwischen Konzentration 
des Giftes, Zeit und hamolysierter Blutmenge nicht euffinden 
lassen. 
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3. Durch die Vorbehandlung der roten Blutkérperchen 
mit einer isotonischen Rohrzuckerlésung an Stelle der physio- 
logischen Kochsalzlésung tritt nur eine Verlangsamung der 
Essigsiurehimolyse ein, im iibrigen gelten dabei die gleichen 
GesetzmaBigkeiten. 

4. Der hemmende Einflu8 des Serums ist bei der Essig- 
siurehimolyse sehr stark. Er beruht wesentlich darauf, daB8 
durch das Blutserum eine gewisse Menge Essigsiéure gebunden 
und damit fiir die Himolyse unwirksam wird. Welche anderen 
Verhaltnisse nebenher eine Rolle spielen, 1a8t sich nicht sagen. 

5. Bei Verwendung gréBerer Blutmengen steigt die Ad- 
sorption der Essigsiure nicht proportional der Zunahme der 
Blutmenge, sondern sie nimmt mit steigender Blutmenge ab. 
Entsprechend langsamer verlaiuft demgem&8 die Hamolyse. 























Ober den Einflu8 des Saponins auf die physiologische 
Wirkung des Digitoxins. 
Von 
I. Postojeff (Charkow). 


(Aus der experimentell - biologischen Abteilung des Kgl. Pathologischen 
Instituts der Universitat Berlin.) 


(Hingegangen am 3, August 1911.) 
Mit 14 Figuren im Text. 


In einigen Lehrbiichern der Pharmakologie findet man die 
Angabe, da8 im Digitalisblitterinfuse Saponinsubstanzen ent- 
halten seien und da8 die Anwesenheit dieser Stoffe die Lés- 
lichkeit des im Wasser an sich so gut wie unldslichen Digi- 
toxins steigere. Dadurch werde indirekt die Resorption und 
damit die ganze Wirksamkeit des Digitoxins erhéht, wenn 
letztere nicht iiberhaupt erst dadurch zur Geltung kommen 
kénne. 

Als eine solche Saponinsubstanz wird von einigen Autoren 
das Digitonin angesprochen. Karauloff*) erklart in seiner 
kiirzlich unter Leitung von Straub ausgefiihrten Arbeit, daB 
keine echte Saponinsubstanz in physiologisch wirksamer Menge 
in den Digitalisblattern vorkomme, doch ist auf chemischem 
Wege Digitonin darin gefunden worden. 

Wenn nun solche Saponinsubstanzen darin vorhanden sind, so 
ist es nach den eingangs zitierten Beobachtungen iiber die Be- 
ziehungen zwischen den Saponinsubstanzen und der Léslichkeit des 
Digitoxins zum mindesten zweifelhaft, ob z. B. die Befreiung der 
Digitalisblatterextrakte von den angeblich vorhandenen Saponin- 
substanzen von Vorteil ware. Vielleicht ist gerade die Anwesen- 
heit von Saponinsubstanzen niitzlich fiir die Digitaliswirkung 

1) Uber Entgiftung glucosidischer Herzgifte durch Cholesterin in 
Versuchen am ausgeschnittenen Froschherzen. Diese Zeitechr, 32, 1911. 
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iiberhaupt, und wenn man die Extrakte von derartigen Neben- 
produkten reinigt, setzt man die Wirkung des Digitoxins damit 
mdglicherweise herab. 

Ohne mich auf die hier kurz beriihrten Streitfragen naher 
einzulassen und ohne eine Entscheidung in einer oder anderer 
Richtung treffen zu wollen, habe ich mich lediglich mit folgender 
Frage beschaftigt: Steigert der Zusatz einer an sich 
nicht toxischen Saponinmenge die Toxizitét einer 
Digitoxinemulsion in Ringerscher Lésung von be- 
kannter Wirkungsweise? 

Ich benutzte zur Untersuchung dieser Frage die Straubsche 
Methode des isolierten Froschherzens. Bereits Karauloff*) 
hatte gefunden, daB bei dieser Methode 0,01 mg Quillajasaponin 
(Merck) véllig wirkungslos ist, daB bei 0,02 mg héchstens eine 
voriibergehende, schwache Wirkung innerhalb 1 Stunde vor- 
handen ist. 

Diese Angaben konnte ich bestitigen: ich fand insonder- 
heit, da8 innerhalb 35 Minuten 0,02 mg Quillajasaponin (Tab. I) 
bei einer Fliissigkeitsmenge (Ringersche Lésung) von 2 ccm 
iiberhaupt keine Wirkung am Herzschlag und speziell auch 
keine Halbierung hervorrufen. Ich teile hier einige Versuchs- 
resultate mit. 





























Tabelle I. 
‘Menge des |, ae 
Saponins ae Bemerkungen 
a ee ect nanan Salis 
0,1 15 Min. | Gar keine Wirkung 
0,05 ipa do. 
0,025 S .» do. 
0,025 Mm » do. 
0,025 a do. 
0,025 OD. te do. 
0,02 —. * do. 
Zweitens galt es nun festzustellen, ob eine Aufschwemmung 
von Digitoxin in Ringerscher Lésung bei der Straubschen 
Versuchsanordnung iiberhaupt eine Herzwirkung erkennen laBt, 





und ferner, wenn eine solche vorhanden ist, bei welcher Dosis 
und in welcher Zeit sie eintritt. Aufschlu8 iiber diese Fragen 
gibt folgende Tabelle II. 


1) Lec. 
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Tabelle II. 
Menge des Digitoxins in —_ 
; - quenz- 

2ccm Ring oo Lésung halbierung Bemerkungen 
0,1 0 Tod nach 8 Min. 
0,04 8 Sek. — = ae 
0,03 0 . “ 
0,025 10 Min “ SS —_ 
0,02 21/s ,, Nach 43 Min. kein Tod 
0,021) 0 » SB 5s a. 
0,02 0 vA - 3 7 
0,02 2'/, Min. . Bicx ‘i a 
0,01 0 n 7 n ” n 
0,01 0 a 9 a a 








Aus diesen Versuchen (Tab. II) geht hervor, da8 bei der 
Dosis von 0,02 mg Digitoxin in 2ccm Ringerscher Lésung 
innerhalb 30 Minuten gewoéhnlich der Herztod nicht eintritt. 
Ich verfiige, auch abgesehen von den in der Tabelle genannten, 
nicht iiber einen einzigen Versuch, bei dem der Tod sich unter 
diesen Bedingungen eingestellt hatte. 

Nun habe ich bei derselben Versuchsanordnung 0,02 mg 
Saponin mit 0,02 mg Digitoxin gemischt und in Ringerscher 
Lésung — in toto in 2com — auf das Herz wirken lassen. 
Uber den Erfolg belehrt uns die Tabelle III. 

Nur gelegentlich wurden bei den Versuchen der Tabelle II 
die Dosen etwas variiert. 


Tabelle III. 

















Menge Digitoxin und Saponin | M!biering | Ventrikelstillstand 

in 2 ccm Ringerscher Lésung folge oe = Tod 
0,02 mg Digit. u. 0,02 mg Saponin 0 Nach 20 Min. 
0,02 ” ” ” 0,02 ” ” 4 Min. 50Sek. ” 20 ” 
0,015 ” ” ” 0,02 ” ” 5 Min. ” 20 ” 
0,02 » » ” 0,02 ” ” 4 ” ” 16 ” 
0,026 » ” ” 0,02 ” ” 0 ” 8 ”» 
0,026 ” ” ” 0,02 ” ” 0 ” 5 ” 
0,026 ” ” ” 0,02 ” ” 0 ” 5 ” 
0,02 ” ” ” 0,02 ” ”» 0 ” 5 ” 








Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB nach Mischung des 
Saponins mit dem Digitoxin in den genannten Dosen der Herz- 
tod gewéhnlich innerhalb 30 Minuten eintritt. 


1) Bei diesem und den folgenden Versuchen mit kurzer Beobachtungs- 
zeit wurde nach dieser Zeit dem Digitoxin Saponin zugemischt. 
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Meine Versuche lehren also, daB durch die Mischung von 
Digitoxin und Saponin das Gemisch eine gréBere Toxizitat er- 
halt als jeder der beiden Komponenten zusteht, und daB8 sich 
die Wirkungen prompt einstellen. 

Um diese Beobachtung noch weiter zu bestatigen, habeich noch 
folgende Versuche angestellt. Ich habe das Digitoxin auf das Herz 
wirken lassen und dann wihrend des Versuchs Saponin zugesetzt. 

Nachdem z. B. bei der Dosis von 0,02 mg Digitokin das 
Herz unverandert und ohne Halbierungen seiner Schlagfolge 
45 Minuten tadellos gearbeitet hatte, wurden 0,02 mg Saponin 
— also die sicher nicht tédliche Dosis — hinzugefiigt. 5 Mi- 
nuten spiter war bereits der Herztod eingetreten. Analoge 
Beobachtungen habe ich mehrere gemacht. Ich fiihre sie nicht 
einzeln an, weil ihnen keine gréBere Beweiskraft innewohnt 
als den Beobachtungen meiner Tabellen I, II und III. 

Folgende Kurvenausschnitte sollen zur Erlauterung meiner 
Ausfiihrungen dienen. 


Zu Tabelle I. 





Fig. 1.4) Normal. 





Fig. 2. Mit Saponin (0,02 mg in 2 com Ringerscher Lésung). 
Im Anfang der Zugabe des Saponins. 


1) Zeit in allen Kurven 1/, Sekunde. 
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Fig. 3. 15 Minuten nach Zugabe des Saponins. 


Fig. 4. 35 Minuten nach Zugabe des Saponins. 


Zu Tabelle II. 


Fig. 5. Normal. 








Fig. 6. Mit Digitoxin (0,03 mg in 2 ccm Ringerscher Lésung). 
Im Anfang der Zugabe des Digitoxins. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 23 
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Fig. 7. Fig. 8. 
10 Minuten nach der Vergiftung, Tod nach 15 Minuten. 


Fig. 9. Normal. 











Fig. 10. Mit Digitoxin (0,02 mg in 2 com Ringerscher Lésung). 


Im Anfang der Gabe des Digitoxins. 


Fig. 11. 42 Minuten nach Vergiftung. 
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*0,02img Saponin in 


der Vergiftung. 


Im Anfang 


es Digitoxins mit Saponin | (0,02 mg Digitoxin mit 
2 ccm Ringerscher Lésung). 


t Zugabe d 


Fig. 12. Normal. 


Zu Tabelle III. 





Fig. 13. 
10 Minuten nach der Vergiftung. 





Fig. 14. 
15 Minuten nach der Vergiftung. 


Zusammenfassung. 


Bei der Straubschen Versuchsanord- 
nung 148t Digitoxin (Merck), das in 
Ringerscher Lésung aufgeschwemmt wird, 
eine Herzwirkung erkennen. Der Herztod 
stellt sich innerhalb */, Stunde in der Regel 
bei Dosen von 0,025 mg an und aufwirts 
ein. Setzt man einer Digitoxindosis von 
0,02 mg und darunter eine an sich nicht 
toxische Saponinmenge zu, so wird die Toxi- 
zitat dieses Gemisches so gesteigert, da8 
z. B. bei 0,02 mg Digitoxin und 0,02 mg 
Saponin der Herztod (= Ventrikelstillstand) 
innerhalb */, Stunde gewohnlich auftritt. 


23* 
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Bemerkungen zu der Arbeit von Verzér: 


»Die GréBe der Leberarbeit“. 
(Diese Zeitschr. 34, 52, 1911.) 
Von 


Otto Porges. 


(Hingegangen am 2. August 1911.) 


In dieser Arbeit werden meine Untersuchungen ,,Uber den re- 
spiratorischen Quotienten nach Ausschaltung der Abdominalorgane“?) 
insofern bestitigt, als der Autor ebenso wie ich nach Ausschaltung der 
Leber aus dem Kreislauf eine Erhéhung des respiratorischen Quotienten 
findet. Nichtsdestoweniger glaubt derselbe, meine Versuche durch Be- 
miangelung meiner Versuchsanordnung herabsetzen zu miissen, was 
mich veranla8t, auf seine Ausstellungen an dieser Stelle einzugehen. 

Verz&r hilt zunichst meine Versuche fiir minder geeignet, weil 
ich auBer der portalen auch noch die arterielle Leberzirkulation unter- 
bunden hatte. Nun mag zwar das von ihm angewandte Verfahren 
(Ecksche Fistel) schonender®) sein, hat aber keine giinzliche Ausschaltung 
der Leber aus der Zirkulation zur Folge, da die fiir den Gaswechsel 
entscheidende Versorgung mit arteriellem Blute noch ungestért erfolgen 
kann. Ich mu8 daher im Gegenteil Verz4rs Versuche fiir ungeeignet 
erkliren, etwas Entscheidendes tiber den respiratorischen Stoffwechsel 
der Leber zu ermitteln; sie kénnen héchstens die Richtung andeuten, in 
der sich die Veriinderungen nach Ausschaltung der Leber bewegen. 

Demgem&8 sind die Differenzen der respiratorischen Quotienten 
vor und nach der Leberausschaltung in Verz&rs Versuchen gering, in 
den meinigen dagegen sehr betriichtlich und daher an sich beweiskraftig. 
DaB die Versuchstiere durch mein Operationsverfahren schwer ge- 
schiidigt werden, ist ein unvermeidliches Ubel, das aber von jedem vivi- 
sektorischen Versuche mit in den Kauf genommen werden muB, obne 
da8 man vivisektorische Versuchsanordnungen als ungeeignet zur Be- 
antwortung von biologischen Fragestellungen angesehen hitte. 


1) Diese Zeitschr. 27, 131, 1910. 

2) Jedoch auch Verz&rs Tiere gingen oft wahrend des Versuchs 
ein, woraus hervorgeht, da8 der Eingriff_ eine schwere Schidigung be- 
deutet, a ea 
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Verz@r macht mir weiter den Vorwurf, ich hatte iiber die abso- 
lute GréBe des Sauerstoffverbrauchs nichts mitgeteilt. Da meine Ver- 
suche nur die Untersuchung des respiratorischen Quotienten bezweckten, 
habe ich alles weggelassen, was fiir die Beantwortung dieser Frage be- 
deutungslos ist, daher auch den von vornherein zu erwartenden Befund 
tibergangen, da der Sauerstoffverbrauch nach Unterbindung der Bauch- 
aorta erheblich absinkt. Verzér hat in seiner Arbeit ebenfalls von 
dem Rechte Gebrauch gemacht, unwesentliche Daten zu iibergehen. Da- 
gegen vermift man in seiner Arbeit allerdings die fiir die Beurteilung 
des Versuchsergebnisses so wichtigen Angaben iiber die Art der Fiitterung 
der Tiere vor dem Versuche. 

SchlieBlich hilt mir Verzér entgegen, ich hitte bei keinem meiner 
Tiere zur Kontrolle den Gaswechsel vor dem Versuche bestimmt. Ich habe 
in meiner Arbeit ausgefiihrt, daB dies aus technischen Griinden untunlich 
war. Nichtadestoweniger sind meine Zahlen absolut beweiskraftig, denn 
ich hatte meine Versuche auf einen langen Zeitraum (mindestens eine 
Stunde) ausgedehnt, so daB der respiratorische Quotient von der Art 
der Ventilation unabhingig war. Da8 hungernde Tiere an sich einen 
niedrigen respiratorischen Quotienten haben, ist eine Grundtatsache, die 
die Basis der Lehre vom respiratorischen Quotienten bildet; iiberdies 
zeigen meine Kontrollversuche, daB auch die Art meiner Versuchsan- 
ordnung an dieser Regel nichts andert, was der beste Beweis fiir die 
Tadellosigkeit meiner Versuchstechnik ist, die Verz&r ohne Angabe 
von Griinden bezweifelt. Verz&r, der offenbar iiber keine weitreichende 
Erfahrung in Versuchen dieser Art verfiigt, vergiBt, daB seine Versuche 
unter ganz besonderen Bedingungen (Anwendung von Ourare, Ver- 
suchsdauer von nur wenigen Minuten) ausgefiihrt sind, die allerdings 
einen Kontrollversuch an demselben Tiere vor der Leberausschaltung 
erforderlich machen. 

Ich habe mit Vorsicht und Zuriickhaltung meine Versuche zur 
Stiitze einer Theorie verwendet, die schon vorher von v. Noorden 
mit guten Griinden vertreten worden ist. Sollte Verzd&r eine geeignetere 
Deutung?) fiir meine Versuchsergebnisse finden, dann werde ich dieselbe 
riickhaltlos anerkennen, ohne daf diese Theorie davon beriihrt wiirde. 
Bis dahin aber ist es mein gutes Recht, meine Versuchsergebnisse in 
meinem Sinne zu verwenden, denn bis jetzt sind ahnliche Ergebnisse, 
d. h. regelmaBige, anscheinend gesetzmiBige Erhéhungen des respira- 
torischen Quotienten bis zu dem fiir KH-Verbrennung giiltigen Werte 
noch bei keiner anderen Organausschaltung erhalten worden. 


1) Als solche kann die von Verz&r ausgesprochene Vermutung 
nicht gelten, da8 die durch den Eingriff hervorgerufene Stauung bzw. 
Verlangsamung der Blutzirkulation zur Zuriickhaltung der Kohlensiure 
gefiihrt haben kann. Denn dann miiBte der respiratorische Quotient 
sinken und nicht steigen. 














Berichtigungen. 


I. Seaffidi, Untersuchungen iiber den Purinstoffwechsel. 
Mitteilung VI. (Diese Zeitschr. 32, 101, 1911.) 

Seite 106 Tabelle IV. Der Versuch 9 (38 Atmung in O,- 
reicher Luft) fallt auf den Bestimmungstag 9, nicht, wie irr- 
tiimlich vermerkt, auf Bestimmungstag 10. 

Seite 106 Linie 7 statt: Versuch 9 (...) ein Plus ... lies: 
Versuch 9 (...) ein Minus... 

Seite 106 im Abschnitte nach Tab. IV. Der Satz: An 
den Tagen, in denen die Ente O-reichere usw. soll lauten: An 
den Tagen, in denen die Ente O,-reichere Luft geatmet, zeigt 
sich hingegen eine Abnahme der ausgeschiedenen Harnsaéure 
unter das mathematische Mittel, aber diese Verminderung 
liegt noch innerhalb der Grenze der Schwankungen, in der die 
Ausscheidung der Harnséiure unter normalen Bedingungen zu 
verzeichnen sind. 

In der ganzen Arbeit setze man an Stelle des atomischen 
Symbols O das molekulare 0,. 


II. Seaffidi, Untersuchungen fiber den Purinstoffwechsel. 
Mitteilung VII. (Diese Zeitschr. 38, 153, 1911.) 
Seite 162 Linie 37 statt Harnsiure-W. lies: Harnstoff-N. 


» 162 ,, 39 ,, Harnstoffwechsel lies: Harnsiure- 
stoff wechsel. 

» 165 ,, ll ,, Harnstoffstoffwechsel lies: Harn- 
stoffsa&urewechsel. 

» 165 ,, 28 ,, Zunahme lies: Abnahme. 


IIL. Seaffidi, Purinstoffwechsel. Mitteilung VIII. 
(Diese Zeitschr. 83, 247, 1911.) 
Seite 248 Linie 11 statt Perten lies Pecten. 














Sind die Oxydationsvorginge die unabhangige Variable 
in den Lebenserscheinungen? 
Von 


Jacques Loeb und Hardolph Wasteneys. 
(Aus dem Rockefeller Institute, New York.) 
(Eingegangen am 4. September 1911.) 


Wir wissen, da8 im allgemeinen ohne Sauerstoff das Leben 
erlischt. Wir wissen aber nicht, ob die Lebenserscheinungen 
direkt durch Oxydationen bestimmt sind. Diese UngewiSheit 
rihrt daher, daB uns die Einsicht in den chemischen Mechanis- 
mus, der die einzelnen physikalischen Lebenserscheinungen be- 
stimmt, fehlt. Die physikalische Chemie gibt uns jedoch ein 
Mittel an die Hand, das uns zu entscheiden erlaubt, ob gewisse 
Lebenserscheinungen mit gewissen chemischen Prozessen parallel 
verlaufen oder nicht, namlich die Bestimmung des Temperatur- 
koeffizienten fiir beide Gruppen von Prozessen. Wir haben 
angefangen, Versuche in dieser Richtung zu unternehmen und 
teilen zunichst die Resultate solcher Versuche iiber die Ab- 
hangigkeit der Entwicklung des tierischen Eies von Oxydations- 
prozessen mit. 

Als Versuchsmaterial dienten uns die fiir solche Zwecke 
sehr bequemen Seeigeleier (Arbacia). An diesen Eiern hatte 
Loeb vor 16 Jahren festgestellt'), daB sie ohne freien Sauer- 
stoff sich nicht zu furchen oder zu entwickeln vermégen; daB 
die Entwicklung aber sofort beginnt, wenn man den Sauerstoff 
zulaBt. Spater stellte er fest, daB Oxydationsgifte wie KCN 
ebenfalls die Furchung und Entwicklung des Eies hemmen, 
daB aber die Eier sich entwickeln, wenn man dieselben in normales 
Seewasser zuriickbringt. Bei den Versuchen iiber Reifung des 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 62, 249, 1895. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 24 


‘ 
e 
is 
ee 
Ei 


taf TEE, oS SE SAR RT REET 





346 J. Loeb und H. Wasteneys: 


Seesterneies und von Molluskeneiern durch Alkali fand er eben- 
falls, daB diese Prozesse durch Hemmung der Oxydationen 
ausbleiben’); und endlich iiberzeugte er sich, dab die entwick- 
lungserregende Wirkung einer hypertonischen und leicht alka- 
lischen Lésung auf das Seeigelei durch Sauerstoffentziehung 
oder Zusatz einer Spur von KCN unméglich gemacht wird’). 
Es schlo8 aus all diesen Tatsachen, daB die Entwicklungs- 
erregung oder Befruchtung des tierischen Eies auf einer Be- 
schleunigung der Oxydation beruht*). Diese Ansicht wurde 
dann auch durch Warburg*) sowie durch Loeb und Waste- 
neys®) durch Messung der Oxydationen im unbefruchteten und 
befruchteten Ei bestatigt. Es stellte sich naimlich heraus, dab 
durch die Befruchtung die Oxydationsgeschwindigkeit von Stron- 
gylocentrotus auf das sechsfache gesteigert wird (Warburg), 
die von Arbacia auf das drei- bis vierfache (Loeb und Waste- 
neys). DaB also zwischen Oxydationen und Entwicklung des 
Eies ein inniger Zusammenhang vorliegt, ist zweifellos, und wir 
beschlossen deshalb diesen Fall daraufhin zu untersuchen, ob 
die Temperaturkoeffizienten fiir die Oxydationsgeschwindigkeit 
und Entwicklungsgeschwindigkeit identisch sind. Die Verwen- 
dung des Temperaturkoeffizienten fiir Probleme dieser Art ist 
nur dann berechtigt, wenn es gelingt, eine scharfe Methode 
fiir die Bestimmung des Temperaturkoeffizienten zu finden. 
Wie Loeb gezeigt hat, ist das méglich, wenn man die Zeit 
zwischen Befruchtung und der ersten oder zweiten Furchung 
des Eies als MaB8 der Entwicklungsgeschwindigkeit annimmt'‘). 
Den Zeitpunkt fiir den Eintritt spiterer Stadien kann man 
nicht leicht so scharf bestimmen. 

1. Unbefruchtete Eier von Arbacia wurden gleichzeitig in 
zwei Uhrschalen gebracht, die einen Uberschu8 frischen Samens 
von Arbacia enthielten und der Inhalt wurde je in ein GefaB 
mit Seewasser gebracht, deren Temperaturen um 10° verschieden 
war. Beide GefiBe standen in Thermostaten und ihre Tem- 


1) Untersuchungen iiber kiinstliche Parthenogenese. Leipzig 1906. 
%) loo. cit. 

3) Siehe Vorwort su ,,Untersuchungen .. .“ 

*) Warburg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 66, 305, 1910.° 

5) Science 1910. 

*) Loeb, Arch. f. d. ges. Physiol. 124, 411, 1908. 
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peratur wurde genau beobachtet und innerhalb 0,2° konstant er- 
halten. Durch fortwaihrende Entnahme von Proben wurde der 
genaue Zeitpunkt des Eintritts der Furchung ermittelt. Bei 
diesen Versuchen wurden wir durch Herrn Dr. R. Beutner 
unterstiitzt, dem wir unseren verbindlichen Dank aussprechen. 
Die Resultate der Versuche geben wir in der folgenden Ta- 
belle I wieder. In einigen dieser Fille ist die Zeit als eine 
Summe angegeben; z. B. fiir 15° 3*/, -+ 96"/, Minuten und fiir 
25° 3*/, +-36"/, Minuten. Das bedeutet, daB die Eier erst 
3'/, Minuten nach Samenzusatz in die Thermostaten gebracht 
wurden. In diesen Fallen wurde zur Berechnung des Tempe- 
raturkoeffizienten nur die Zeit benutzt, wahrend der die Eier 
im Thermostaten waren. Es wurden immer nur die Eier des- 
selben Seeigels fiir je zwei Bestimmungen benutzt. Die fol- 
gende Tabelle I gibt die Resultate einer Reihe von Bestim- 
mungen. 











Tabelle I. 
Zeit zwischen Befruchtung und 
‘Temperatur erster ey = - Eies von 

ae plier 

r dos 498 

g° 410 

9° 308 

10° 217 
12° 4 +143 
15° 3*/e+ 96%/, 
16° 2 831/, 
171/,° 2"/,7-_ 68 
18° 68 
20° 56 
220 4 +43 
25° 33/2-+- 361/s 
26° 2 +31/, 
27/,° 24/.+ 314/, 
30° 33 

31° 37 

32° keine Furchung 
35° ” ” 





Hierzu sei folgendes bemerkt. Schon bei 8° war die 
Furchung so langsam, da8 die Bestimmung fiir noch niedrigere 
Temperaturen kaum mehr Interesse hatte. 

Was die obere Temperaturgrenze betrifft, so tritt bei 31° 


noch Furchung ein, dieselbe ist aber abnorm. Bei 32° tritt 
24* 
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keine Furchung ein, die Eier leiden und gehen allmahlich unter 
der Erscheinung der Cytolyse zugrunde. Bei 35° tritt ziemlich 
rasch Cytolyse der Eier ein. 

Nach den Daten der Tabelle I wollen wir nun die Tem- 
peraturkoeffizienten fiir die Temperaturintervalle von 10° zu- 
sammenstellen. 














Tabelle II. 
Temperaturkoeffizient fiir 10° 
Temperatur-| fiir die Geschwindigkeit der 
Furchung beim Arbacia-Ei 
7 bis17° 7,3 
8 bis18° = 6,0 
9, 19° 2 4,0 
10 ,, 20° = 3,9 
12 , 22° = 33 
15 ,, 25° = 2,6 
16 ,, 26° = 2,6 
17,5 , 27,5° = 2,2 
20 ,, 30° == 1,7 





Diese Temperaturkoeffizienten gelten fiir die Zeit von der 
Befruchtung bis zum Eijntritt der ersten Furchung. 

Wir haben uns iiberzeugt, daB fiir die Zeit von der ersten 
bis zur zweiten Furchung dieselben Temperaturkoeffizienten gelten. 

2. Wir wollen hier in Parenthese zum Vergleich ahnliche 
Versuche von Loeb an Strongylocentrotus purpuratus erwahnen; 
die Eier dieses Seeigels entwickeln sich in kalterem Wasser bis 
ungefahr 10°, waihrend die Eier von Arbacia sich in wirmerem 
Wasser entwickeln. 


Tabelle ITI. 











Zeit zwischen Befruchtung und 

Demnenten erster Furchung bei den Eiern 

P v. Strongylocentrotus purpuratus 

Minuten 
3° 532 
4° 469 
5° 352 
6° 275 
8° 210 
10° 143 
12° 131 
14° 121 
17,4° 87 ~ 

20° 75 
21° 78 
22° 75 








te 
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Bei 23° tritt bei dieser Form iiberhaupt keine Furchung 
mehr ein. Zwischen 12 und 20° ist der Unterschied in der 
Entwicklungsgeschwindigkeit zwischen beiden Formen nicht 
sehr groB; aber unterhalb 12° nimmt die Geschwindigkeit der 
Entwicklung mit abnehmender Temperatur bei dem im kiihleren 
Wasser lebenden Strongylocentrotus langsamer ab als bei der 
in héherer Temperatur lebenden Arbacia. Der Temperatur- 
koeffizient nimmt also mit abnehmender Temperatur rascher 
ab bei Arbacia als bei Strongylocentrotus, wie die folgende 
Tabelle der Temperaturkoeffizienten fiir die Furchung des Eies 
von Strongylocentrotus beweist’). 








Tabelle IV. 
‘ Temperaturkoeffizient fiir 10° 
oe fiir die Furchung des Eies von 
a Strongylocentrotus 
3 bis 13° 3,91 
4, 14° 3,88 
5 , 15° 3,52 
7» a 3,27 
9, 19° 2,04 
10 ,, 20° 1,9 
12 . 290 1,74 





3. Fir die Bestimmung des Temperaturkoeffizienten der 
Oxydation standen uns nur die Eier von Arbacia zur Ver- 
fiigung. Fiir eine bestimmte Masse von Eiern wurde nach- 
einander die Menge des in 1'/, Stunden verbrauchten Sauer- 
stofis bei um 10° verschiedenen Temperaturen gemessen. Die 
absolute Menge der Eier wechselte in den verschiedenen Serien, 
war aber in den einzelnen Versuchen derselben Serie die gleiche. 
Es konnte also innerhalb einer Serie das Verhiltnis der Oxy- 
dationsgeschwindigkeit bei verschiedenen Temperaturen und 
damit der Temperaturkoeffizient ermittelt werden. Der Sauer- 
stoffverbrauch wurde nach der Winklerschen Methode be- 
stimmt. Die Eier wurden mehrere Male gewaschen, dann 
befruchtet, durch zwei- bis dreimaliges Waschen vom iiber- 
schiissigen Samen*) befreit und dann in das Respirationsgefaib 


1) Loeb, Arch. f. d. ges. Physiol. 124, 411, 1908. 
2) Es wurde ein Minimum von Samen zugesetzt. 
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gebracht. Dasselbe war bereits vorher auf die Temperatur des 
Thermostaten gebracht, und dasselbe war der Fall fiir das zur 
Atmung dienende Seewasser. Alle 3 Minuten wurde das At- 
mungsgefaB in dem Thermostaten umgedreht, um die Eier in 
einer gleichmaBigen Suspension im Gefé8 zu erhalten. 1 Stunde 
lang wurde das GefaiS rotiert und */, Stunde blieb es ruhig 
stehen, um den Eiern zu erlauben, sich am Boden abzusetzen. 
Dann wurde das Versuchswasser in das Analysengefai8 getrieben, 
das an Inhalt ungefihr */, des Inhalts des RespirationsgefaBes 
betrug. Das Ubertreiben geschah in Beriihrung mit Luft statt 
mit Wasserstoff. Dadurch, daB wir die Fliissigkeit durch cinen 
mit Seide und Filtrierpapier bedeckten Trichter in das Analysen- 
gefaB iibertrieben, konnten wir praktisch die gesamte tiber den 
Eiern stehende Fliissigkeit entfernen. Das Restwasser war also 
fast vollig auf das zwischen den Eiern vorhandene Wasser und 
eine sehr diinne Schicht dariiber stehenden Wassers beschrankt, 
die in allen Versuchen nahezu identisch war. In jedem Ver- 
such wurde selbstverstaindlich der Sauerstoffgehalt des zur At- 
mung verwendeten Seewassers bestimmt. 

Wir zogen es vor, bei denselben Eiern hintereinander 
bei verschiedenen Temperaturen zu bestimmen, anstatt gleich- 
zeitig bei zwei vermutlich gleichen Mengen von Seeigeleiern. 
Denn da sich das Volumen der Eier nicht sehr genau messen 
1aBt, ist man in dem letzteren Fall gezwungen, sich eine 
Suspension von Eiern herzustellen und diese Suspension in 
zwei gleiche Mengen zu teilen. Wir haben gefunden, da8 diese 
Methode keine scharfe Teilung der Masse der Eier garantiert 
und deshalb von vornherein mit der Méglichkeit einer nicht 
unbetrichtlichen Fehlerquelle belastet ist. Bei unserer Methode 
kann kein Zweifel iiber die Identitaét der zu dem Versuch ver- 
wendeten Menge von Eiern vorhanden sein. Ein geringer, aber 
verschwindend kleiner Verlust von Eiern tritt beim SchlieBen 
des RespirationsgefiBes ein, indem etwas Wasser durch den 
Stépsel verdringt wird. 

Wir wollen nun zunichst zeigen, daB in aufeinander- 
folgenden Bestimmungen an denselben Eiern bei derselben 
Temperatur nahezu konstante Zahlen fiir den Sauerstoffverbrauch 
gefunden werden. Die Temperatur des Thermostaten wurde 
bis auf 0,1° konstant erhalten. 
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4. Versuch 1. An unbefruchteten Eiern wurde dreimal 
hintereinander die in 1 Stunde verbrauchte Sauerstoffmenge 
bei 22,5° bestimmt. Die Eier wurden */, Stunde langsam 
rotiert und es wurde '/, Stunde zum Absetzen der Eier Zeit ge 
lassen. 


Sauerstoffverbrauch der unbefruchteten Eier: 


in der 1. Stunde. . . 0,41 mg 
i” ae EE Oraeeealt eee Se 
” ” 3. ” . . ° 0,35 99 


Die Eier wurden dann befruchtet. 

Sauerstoffverbrauch der befruchteten Eier in der 1. Stunde 
bei 22,5°: 1,42 mg. 

Versuch 2. Temperatur 23°. 

Sauerstoffverbrauch der unbefruchteten Eier in der 1.Stunde: 


0,24 mg. 
Sauerstoffverbrauch der befruchteten Eier: 
in der 1. Stunde. . . 0,94 mg 
oT S. Pr . . . 0,80 ” 
. an wy Sag a 
Sam fe FTs 
ae SCO 


Der Abfall im Sauerstoffverbrauch in der 2. Stunde nach 
der Befruchtung ist darauf zuriickzufiihren, daB der iiber- 
schiissige Samen nach der Befruchtung nicht vollstandig ent- 
fernt worden war und da8 infolgedessen der Wert 0,94 mg 
fiir die 1. Stunde etwas zu hoch ist. Das haben wir durch 
viele Versuche festgestellt; als Beispiel diene der folgende Ver- 
such, in dem ein Minimum an Samen zugesetzt — alle Eier 
waren jedoch befruchtet — und der iiberschiissige Samen 
weggewaschen wurde, ehe die Oxydationsbestimmungen be- 
gannen. 

Versuch 3. Indiesem Versuche blieben die Eier 1'/, Stunden 
in Lésung. Temperatur 22°. 

Sauerstoffverbrauch der befruchteten Eier: 


in den ersten 1*/, Stunden. . . 0,67 mg 
» » sweiten 1?/, ¥ i ia hes es 
wing QR TABS ig ko. ER 
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Es findet also eine stetige, aber geringe Zunahme des 
Sauerstoffverbrauchs mit fortschreitender Furchung statt, wie 
bereits Warburg gefunden hatte. 

5. Wir kommen nun zu den Versuchen iiber die Be- 
stimmung der Abhingigkeit des Sauerstoffverbrauchs von der 
Temperatur. In jeder Serie wurden die frisch befruchteten 
Eier je 1'/, Stunden der angegebenen Temperatur ausgesetzt. 


























Tabelle V. 
ewe | Sauerstoffverbrauch 
Serie | Temperatur | in 1*/, Std. 
ee vi ————— me 
25° } 1,46 
I 15° 0,65 
5° | 0,30 
23° 2,03 
II 13° 0,83 
ite 0,38 
20° | 0,91 
Ul 10° | 0,42 
20°C 1,22 
q70 | 1,6 
IV 17° 0,8 
7 «(| 0,4 
20° 0,52 
V 30° 1,02 
35° 0,82 
22° 0,75 
VI 32° 1,07 
37° 0,65 
in 1 Std. 
10° 0,55 
20° 1,54 
val 15° 0,74 
25° 1,70 








Wir wollen aus diesen Versuchen die Temperaturkoeffizienten 
fiir 10° fiir die Oxydationsgeschwindigkeit im befruchteten Ar- 
bacia-Ei zusammenstellen. Wir stellen zur bequemeren Ubersicht 
die Temperaturkoeffizienten fiir die Entwicklungsgeschwindigkeit 
zugleich daneben (s. Tab. VI.) 

DaB diese Werte Anspruch auf Genauigkeit erheben diirfen, 
wird unter anderm dadurch gezeigt, da8 die Temperaturkoeffi- 
zienten in Serie I, III und VII fiir die Koeffizienten 10 bis 20° 
und 15 bis 25° fast genau identische Werte ergeben, obwohl 
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die Versuche an verschiedenen Tagen und mit verschiedener 
Zeitdauer angestellt sind. 























Tabelle VI. 
Temperaturkoeffizient fiir 10° fiir 
Temperatur- 
Intervall Oxydations- | Entwicklungs- 
° geschwindigkeit | geschwindigkeit 
3 bis 13° 2,18 _ 
5 , 15° 2,16 _ 
+g eee 2,0 —_ 
8 , 18° _ 6 
9. 19° sit S4 
10 , 2° 2,17 3,9 
12 , 2° — 3,3 
i3 , 2 2,45 3,3 
16 , 25° 2,24 2,6 
7 2 2,0 — 
17}/, bis 27'/,° — 2,2 
20 bis 30° 1,96 1,7 
22 , 32° 1,4 oe 
25 ') n 35° 1,0 = tes 
Tabelle VII. 
Temperaturkoeffizient fiir 10° in 
atintatatestiae Sete TT | Sere Vit 
LO ees 2,17 2,25 
ures ee 2,24 a= 2,30 





In diesen Versuchen wurde fast immer mit den hédheren 
Temperaturen begonnen. Da nun, wie wir sehen, mit zu- 
nehmender ‘Entwicklung bei konstanter Temperatur die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit langsam zunimmt, so sind infolgedessen 
die hier mitgeteilten Temperaturkoeffizienten fiir die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit eine Spur zu hoch. 

6. Vergleichen wir nun die beiden Reihen von Temperatur- 
koeffizienten fiir die Entwicklungsgeschwindigkeit und fiir die 
Oxydationsgeschwindigkeit beim Ei von Arbacia, so ist fiir die 
Temperaturlage, in der diese Eier sich normal entwickeln, 
namlich zwischen 15 und 30°, der Temperaturkoeffizient fir 
beide Prozesse nahezu der gleiche. Fiir die Temperaturen 
unterhalb 15° findet eine immer gréBer werdende Divergenz 
der beiden Koeffizienten statt. Der Temperaturkoeffizient fiir 


1) Interpolierter Wert. 
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die Oxydationen andert sich nicht, der fiir die Furchungs- 
geschwindigkeit nimmt mehr und mehr zu. Sehr wichtig ist 
es, daB 32° die Grenze bildet, bei der die Furchung und auch 
die Oxydationen aufhéren. Wenn wir ein Ei in eine Tempe- 
ratur von 32° bringen, so wird es nicht sofort getdtet, aber 
die Oxydationsgeschwindigkeit fallt vermutlich mehr und mehr, 
je langer das Ei dieser Temperatur ausgesetzt bleibt. 

Wenn die Oxydationen in der Tat unabhingige Variable 
fiir die Entwicklungsvorginge sind, so miissen wir eine bindende 
Erklarung dafiir geben, daB der Temperaturkoeffizient der Oxy- 
dationen fiir niedrige Temperaturen konstant bleibt, wahrend 
er fiir die Entwicklungsgeschwindigkeit mehr und mehr ab- 
nimmt. Wir kénnen auf einige Tatsachen dieser Art hinweisen, 
miissen es aber dem Leser iiberlassen, ob er dieselben fiir 
bindend ansehen will. 

7. Wie schon erwahnt, geniigen wenige Tropfen einer 
*/,o°/,igen Lésung von NaCN zu 50 com Seewasser, um die 
Furchung des Seeigeleis zu verhindern. Wir finden nun, daf& 
die zur Hemmung der Entwicklung ausreichende Menge NaCN 
die Oxydationen im Ei nur auf ein Viertel oder nur ein Drittel 
ihres normalen Wertes verringert. Durch Zusatz von einem 
Tropfen einer */,,°/,igen Lésung von NaCN zu 50 ccm See- 
wasser wurde die Furchungsgeschwindigkeit des Seeigeleies auf 
ungefahr die Hialfte bis ein Drittel ihres Wertes herabgesetzt. 
Es wirkte also eine solche Lésung wie eine Temperaturherab- 
setzung von 10° oder etwas mehr. Bei Zusatz von zwei Tropfen 
NaCN furchten sich nicht mehr alle Eier, und die Entwick- 
lung derselben kam nach einigen Furchungen zum Stillstand. 
Man kann also durch Zusatz von NaCN dbnliche Wirkungen 
erzielen, wie durch Temperaturherabsetzung. Wir bestimmten 
nun bei verschiedenen Versuchsreihen zuerst den Sauerstoff- 
verbrauch einer gréBeren Menge frisch befruchteter Arbaciaeier 
im normalen Seewasser, dann fiir dieselben Eier und dieselbe 
Temperatur den Sauerstoffverbrauch im Seewasser, dem etwas 
NaCN zugesetzt war, und endlich wieder im normalen Seewasser. 

Die Hemmung der Oxydationen ist bei diesen Versuchen 
nicht der zugesetzten Menge NaCN proportional. Wir. finden 
aber, daB auch die hemmende Wirkung derselben minimalen 
Menge NaCN auf die Furchung nicht immer gleich stark ist. 
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Tabelle VIII. 





g 0 











Serie Sauerstoffverbrauch bei 20° in 11/, Stunden 
I SSO CEE OO | 0,88 
In 1000 cem Seewasser -+ 4,5 com 4/199°/o iges NaCN . 0,24 
Sree Serer ee See ee 0,76 
II es ne fe Seo. aan ee 1,18 
In 1000 com Seewasser -+- 3,0 com 1/,99°/,iges NaCN . 0,24 
PCPS. Leet Cree 0,91 
It SFR EE OFS eS aT ee 0,89 
In 1000 ccm Seewasser -+- 1,0 com 1/;99°/,iges NaCN . 0,25 
a cS ee ak Coe A Be Coe ee 0,81 





Das hangt wohl zum Teil davon ab, da8 nicht immer genau 
dieselbe Menge von Eiern zugesetzt war. Die Versuche zeigen 
aber, daB Zusatz von so viel NaCN zu den Eiern, wie notig 
ist, um die Furchung bei 20° zu unterdriicken, die Oxydationen 
nur auf °/,, ihres Wertes herabdriickt. Man kénnte sich vor- 
stellen, daB bei 8° die Oxydationsgeschwindigkeit sich schon 
der Grenze nahert, bei der die Furchung nicht mehr mdglich ist. 

8. Ein weiterer Umstand, der hier zu beriicksichtigen ist, 
ist die Tatsache, daB im unbefruchteten Ei ebenfalls eine nicht 
unbetriachtliche Sauerstoffabsorption stattfindet, die ungefahr 
ein Viertel und mehr von derjenigen betrigt, die im befruch- 
teten Ei gefunden wird. Wir haben den Temperaturkoeffizienten 
fiir die Sauerstoffabsorption im unbefruchteten Ei in einem 
Fall bestimmt und denselben sehr niedrig gefunden. So nahm 
eine Menge unbefruchteter Eier von Arbacia in 1*/, Stunden 
bei 25° 0,31 mg O, auf, bei 5°0,18 mg. Also eine Temperatur- 
erniedrigung von 20° reduzierte die Geschwindigkeit der Oxy- 
dation nicht einmal auf die Hialfte! Freilich haben wir nur 
eine derartige Bestimmung ausgefiihrt und wollen derselben 
keinen groBen Wert beilegen. Wir glaubten jedoch, daB wir 
den Versuch nicht unerwahnt lassen sollten. 

Nehmen wir nun an, da8 nur ein Teil des Sauerstofis fiir 
die Furchung verbraucht wird — etwa ?/, oder */, des Gesamt- 
konsums —, so bleibt die Méglichkeit bestehen, daB der Tem- 
peraturkoeffizient fiir diesen letzteren Anteil auch bei niederen 
Temperaturen mit dem Temperaturkoeffizienten fiir die Ent- 
wicklungsgeschwindigkeit zusammenfallt. 

Endlich bleibt noch die Méglichkeit bestehen, daB bei 
niederen Temperaturen ein stérender Umstand eingreift, der 
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bei héheren Temperaturen nicht fiihlbar ist, beispielsweise Er- 
hdhung der Viscositét, Erniedrigung der Léslichkeit oder ahn- 
liches, die die Abweichung teilweise oder ganz bedingt. 


Zusammenfassung. 

1. Bei den Eiern von Arbacia wurde der Temperatur- 
koeffizient fiir die Entwicklungsgeschwindigkeit und die Ge- 
schwindigkeit der Oxydation bestimmt. 

2. Fiir die Temperaturgrenzen zwischen 15 und 30° sind 
beide Temperaturkoeffizienten nahezu identisch, némlich gleich 
2 und ein wenig hoher. 

3. Die Temperaturkoeffizienten fiir die Entwicklungsge- 
schwindigkeit wachsen mit abnehmender Temperatur immer 
mehr, waihrend ein solches Anwachsen bei den entsprechenden 
Temperaturkoeffizienten fiir die Oxydation nicht stattfindet. 

4. Es wird gezeigt, da8 die Menge NaCN, die eben aus- 
reicht, um die Entwicklung des Eies zu hemmen, die Oxy- 
dation noch nicht ganz auf */, herunterdriickt. Dieser Befund 
harmoniert mit der Tatsache, da die Oxydationsgeschwindig- 
keit im unbefruchteten Ei ebenfalls ‘/, oder mehr der Ge- 
schwindigkeit ist, die die Oxydation gleich nach der Befruch- 
tung besitzt. 

5. Dieser Umstand kénnte es bedingen, da8 die Tempe- 
raturkoeffizienten fiir die Entwicklung und die Oxydation bei 
niedrigen Temperaturen nicht mehr zusammenfallen. 

6. Es wird gezeigt, daS bei den Temperaturen von 32° 
und dariiber, bei denen die Furchung unméglich ist, auch die 
Oxydationen rasch abnehmen. 

7. Die hier mitgeteilten Tatsachen widersprechen der An- 
nahme nicht, daB die Oxydationen die unabhangige Variable 
bei den Entwicklungsvorgangen sind. Sie sind aber auch 
andererseits noch kein vollsténdiger Beweis fiir eine solche 
Annahme. 


























Das Verhalten steriler und gekochter Milch zu Lab 
und Saure. 
Von 


Alois Kreid] und Emil Lenk. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 8. August 1911.) 


Eugling'), Schaffer*) und Séldner*) berichten, daB 
gekochte Milch durch Lab nicht koagulierbar ist, wahrend 
Mayer‘), Johnson*), Arthus und Pagés*) nur eine Ver- 
zogerung der Gerinnung bemerken. Nach Peters’) tritt be- 
reits bei ganz kurz aufgekochter Milch eine Verzégerung in der 
Gerinnungszeit ein; auch Benjamin*) macht die Beobachtung, 
da8 gekochte Milch um 6 Minuten spater gerinnt als die nicht 
erhitzte Kontrollprobe; sterile Milch bleibt noch 1 Stunde un- 
geronnen. Wahrend Lércher®) und Klein’®) eine Verzégerung 
in der Labungszeit von gekochter Milch gegeniiber nicht er- 
hitzter Milch beschreiben, findet v. Freudenreich **) erst bei ein- 
stiindigem Erhitzen der Milch eine Verzégerung der Labung. 
Auch konstatiert er, entgegen der Ansicht Benjamins‘), eine 
Labgerinnung von gekochter und steriler Milch. Nach Conradi**) 
ist eine 40 Minuten lang auf 110° erhitzte Milch zur Labung 
- EB ugling, Landw. Versuchst. 31, 391 bis 405. 

2) Schaffer, Landw. Jahrb. d. Schweiz 1, 43, 1887. 

?) Séldner, Landw. Versuchst. 35, 351, 1888. 

4) A. Mayer, Milchzeitg. 1881, 17, 33, 49, 81; Landw. Versuchst. 
27. 247. 

5) Johnson, Zeitschr. f. klin. Med. 14, 244, 1888. 

6) Arthus und Pagés, Soc. de Biol. 43, 131 bis 176. 

7) Peters, Inaug.-Dissertation 1894. 

8) Benjamin, Virchows Archiv 145, 30, 1896. 

%) Lércher, Arch. f. d. ges. Physiol. 69, 172, 1898. 

1°) Klein, Milchzeitg. 27, 50 bis 51, 1898. 

11) y. Freudenreich, Zeitschr. f. Bakt., II. Abt., 4, 309, 1898. 

12) Conradi, Miinch. med. Wochenschr. 1901, 179. 
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zu bringen. Conradi*) schlieBt aus seinen Versuchen, da 
das Erhitzen der Milch iiber 80° die Labfallung hinausschiebt; 
dies soll durch eine dauernde physikalische oder chemische 
Veriinderung der Milch bewirkt werden. Ahnliche Beobach- 
tungen machten Smeliansky*) und Loevenhart'). 

Wie aus dieser Literaturiibersicht hervorgeht, ist die Frage, 
ob gekochte oder sterilisierte Milch zur Labung zu bringen ist 
oder nicht, keineswegs endgiiltig entschieden. Trotzdem schreibt 
Fuld‘), daB seit 5 Jahren die Tatsache feststeht, daB ge- 
kochte Milch schwer, sterilisierte iiberhaupt nicht mit Lab gerinnt, 
und SchloBmann und Engel’) fiihren an, dab gekochte, bzw. 
sterile Milch nur schwer oder gar nicht zur Labgerinnung zu 
bringen ist. Letztere Behauptung basiert auf der Arbeit von 
Séldner*), der das Verhalten einer gekochten Milch durch 
eine Verainderung der Kalksalze erklart, derart, da8 ein Teil 
der Kalksalze in eine unldésliche Modifikation iibergefiihrt wird. 

Bei unseren noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen 
iiber Milchkoagulation kamen wir gelegentlich dazu, eine Lab- 
gerinnung von steriler Milch zu beobachten, und es sei uns 
nun gestattet, iiber einige Versuche zu berichten, die in dieser 
Richtung vorgenommen wurden. 


I. Das Verhalten steriler und gekochter Milch zu Lab. 


Zur Benutzung kam Griiblersches Lab, das noch nach 
15stiindigem Erhitzen auf 105° eine sofortige Labung roher 
Milch bewirkte. Das Lab ist kalkfrei, besitzt 3,69°/, Chlor, 
und die Aciditét eines Gramms betragt 2,33 ccm °/,,-Saure. 

Wegen der hohen Temperatur im Juli wurde nur ganz 
frische Vollmilch verwendet, die einer Aciditét von 19 
bis 21 entsprach. (100 ccm Milch haben einen Saéuregrad von 
19 bis 21 */,,-Saéure; Phenolphthalein als Indicator.) 


1) Conradi, Miinch. med. Wochenschr. 1901, 179. 

2) Smeliansky, Arch. f. Hygiene 59, 187, 1906. 

8) Loevenhart, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 177, 1904. 

*) E. Fuld, Uber Milchgerinnung durch Lab (Ergebn. d. Physiol., 
1. Jahrg. 1902, I. Abteil., S. 468). . 

5) A. SchloBmann und St. Engel, Milchgerinnung (C. Oppen- 
heimers Handb. d. Biol. d. Menschen u. d. Tiere 8, I. Teil, 8.405 bis 432, 1910). 

6) Séldner, Landw. Versuchsst. 35, 351, 1888. 
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Bei der Ausfiihrung der sterilen Versuche kamen Eprou- 
vetten zur Verwendung, die 24 Stunden hindurch, mit einem 
Wattebausch verschlossen, in einem Trockenschrank einer Er- 
hitzung von 105° ausgesetzt waren. Ebenso wurden die Pipetten, 
Pinzetten usw. 24 Stunden hindurch auf 105° erhitzt. Das Lab, 
das in kleinen Glaschen verteilt war (zu je ca. 0,05 g), wurde eine 
Stunde hindurch auf 105° erhitzt. Die rohe Vollmilch wurde 
kurz aufgekocht und mit Hilfe einer Vakuumpumpe in die 
sterile 10 com-Pipette aufgesaugt. Die Eprouvetten wurden 
nach dem Abbrennen des Wattebausches gedffnet und die auf- 
gesaugten 10 ccm Milch eingefiillt, das heiBe Glaischen, in dem 
sich das Lab befand, mit einer ausgegliihten Pinzette gefabt 
und der sterilen Milch zugesetzt, worauf das Reagensglas mit 
dem sterilen Wattebausch verschlossen wurde. Nach dem An- 
setzen des Versuchs wurden die Versuchsserien sofort in den 
Brutschrank gestellt. Die Versuche, die oft zur Wiederholung 
gelangten, hatten folgendes eindeutige Ergebnis: 


Tabelle I. 


Milh | Lab | Eprouvette Resultat 


steril | — steril 











| steril | Nach 24 Stunden keine Labung. 
- | nicht steril | Labung innerhalb weniger Stunden. 
‘ | nicht steril | _ateril Labung iunerhalb 10 Minuten. 
nicht steril| steril | 5 





a * nicht steril = a 5 a 
és nicht steril steril ea - 5 ” 
- Fe | nicht steril Pex pe 5 ne 


Eine Milch, die nach 24 Stunden nicht gelabt war, lieB 
sich auf verschiedene Weise zur Gerinnung bringen, so z. B. 
wenn man die Eprouvette mit dem nicht sterilen Finger ver- 
schloB und einigemal umschwenkte, oder wenn man etwas 
rohe Milch zugab. So labte eine Milch, zu der 24 Stunden 
nach dem Ansetzen des Versuchs */, ccm einer rohen Vollmilch 
(Acid. 20) hinzugegeben wurde, in 7'/, Stunden, eine sterile Milch, 
die 1 ccm roher Milch (Acid. 20) enthielt, in 6 Stunden. Eine 
Kontrollprobe war nach dieser Zeit nicht gelabt (31'/, Stunden). 

Aus diesen Versuchen ersieht man, daB gekochte 
und sterile Milch ohne weiteres mit nicht sterilem Lab 
oder mit sterilem Lab in nicht steriler Eprouvette zur 
Verkasung zu bringen ist, da8 dies aber nicht méglich 
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ist, wenn Lab, das eine Stunde hindurch einer Tem- 
peratur von 105° ausgesetzt war, benutzt wird. 

Kommt aber eine Milch von einer héheren Aciditat als 
19 bis 22, z. B. von 30 zur Verwendung, so gelingt es auch, 
gekochte sterile Milch unter sterilen Bedingungen zur Labung 
zu veranlassen. Gelegentlich wurde auch eine Labung einer 
sterilen Milch nach einigen Stunden bemerkt, die aber durch 
eine Nachsiuerung der Milch bewirkt wurde, weil die Sterili- 
sation nicht geniigend war. 


II. Das Verhalten steriler und gekochter Milch zu Saure. 


Weitere Versuche galten der Frage, bei welchem Saure- 
zusatz zur Milch ein Optimum der Milchsaéureproduktion 
eintritt. Bei einer Versuchsreihe wurde Vollmilch gekocht, in 
sterile Eprouvetten steril je 10 ccm eingefiillt. Nach dem 
Erkalten wurde die Milch mit %/,,-steriler Essigsiure in ver- 
schiedener Menge versetzt, und zwar enthielt die Milch in der 
ersten Eprouvette 0,2 com, in der zweiten 0,4 ccm, in der 
dritten 0,6 ccm */,,-Essigsiure usw. bis 2ccm zu 10 cem Milch, 
wahrend eine Kontrollmilch nicht angesiuert wurde. Nach 

20 Stunden war die Aciditét unveraindert. Auch diese Ver- 





suche wurden im Brutschrank ausgefiihrt. 











Tabelle II. 
Gesamt- | Gesamt- | 
Milch aciditaét | aciditat | Nach- 
vor dem} nach | séuerung 
Versuche! 20 St. 
10com Volimilch . . . . 1. ..~... 21 210 | @ 
10 ,, a + 0,2 com */,9-Essigsiure 23 23,5 | O85 
10 ,, ” +0,4 ,, 9» 25 250 | 00 
10 ,, » 280 i“ 27 275 | 06 
10 ” ” + 0,8 ” ” 29 29,0 0,0 
0 « ”» +1,0 ,, °° 31 31,0 00 
10 ” ” + 1,2 ” ” 33 33.0 0,0 
10 ”” ” +1,4 ” ’” 35 35,5 0,5 
10 ,, » +16 ,, - 37 37,5 | 0,5 
10 ,, ” +18 ,, ps 39 39,0 0,0 
10 ” ” + 2,0 ” ” 41 41,0 | 0,0 








Derselbe Versuch wurde unter nicht sterilen Bedingungen 
wiederholt, nur wurde die nach dem Aufkochen erkaltete Milch 
mit je 3 ccm Toluol iiberschichtet. Die Aciditét der Milch 
betrug vor dem Versuche 21 ccm */,,-Saure. 





eee 
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Tabelle III. 





5 
i 
55 
4 
é 


; Gesamt- Gesamt- | 
. Milch aciditat | aciditét | Nach- 
4 vordem;| nach | siuerung 
li Versuch 20 St. 
10 ccm Vollmilch + 0,0 ccm "/;9-Essigsiure 21 24,5 3,5 
aD 0 ‘a +0,2 ,, 23 62,0 39,0 
: Mw - +0,4 ,, ‘ 25 49,5 24.5 
: 10 ,, ie +0,6 ,, “6 27 61,5 34,5 
: 10 ,, o +0,8 ,, * 29 59,5 30,5 
10 ,, +1,0 ,, . 31 63,0 32,0 
10 ,, > +1,2 ,, 1” 33 49,5 16,5 
10 ,, » +$14,, = 35 49,0 14.0 
10 ,, ” +1,6 ,, ” 37 53,5 16,5 
4 a +1,8 ,, ” 39 = |_Ss«O57,0 18,0 
10 ,, ” +2,0 ,, 41 50,0 9,0 





Derselbe Versuch wurde unter denselben Bedingungen wie 


























im vorigen wiederholt. 
Tabelle IV. 

|  — faggla gl 25 

Ssia §| 2: 
, . Nach | Nach BElSa 8 ge 
Mileh 22 Stunden 44 Stunden a=\3 a>) 3: 

| al 2 
$35 8/73 
10ccm Vollmilch + 0,0 ccm "/, 9-Essigsiure ungeronnen (| ungeronnen 21 23,0) 2.0 
10 ,, - +0,2 ,, ~ Eprouv. gebrochen| — 23); — | — 
di ie +0,4 ,, a geronnen | geronnen | 26 | 87,0) 62,0 
10 ,, » +06 ,, " 4 27 93,5 66,5 
0 5, e +0,8 ,, Pa ungeronnen ee 29 29,5, 0.5 
10 ,. oo +1,0 ,, io wenig Niederschlag ” 31} 36,0, 5,0 
a ai " +1,2 ,, sa geronnen ‘s 33 | 58,0 25.0 
10 ,, - +1,4 ,, as wenig Niederschlag - 35 | 40,5) 55 
10 ,, 5 +1,6 ,, M ° “ 37 | 65,0 | 18.0 
0 ,. * +58 . os o * 39 | 45,5) 6.5 
10 ,, » £20, i ungeronnen . 41/420) 1.0 





In einem weiteren Versuche gelangte "/,,-Salzsiure zur 
Verwendung (s. Tab. V 8S. 362). 

Die Versuche zeigen, daB der Milchséurebacillus sich 
am intensivsten in einer schwach sauren Milch ent- 
wickelt (0,2 bis 0,6 ccm %/,,-Séure zu 10ccm Milch). Der 
Zusatz einer organischen oder einer anorganischen Siure hat 


sich als irrelevant erwiesen. 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 25 
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Tabelle V. 
| $3|3. | # 
Nach | Nach | Nach | Nach [Sé| Ze § 
Mileh 6St. | 22S8t. | 448t. | 48 St. He > 2 
— $5) 2? 8 
10comVollmilch +0,0cem®*/,,-HCi} un- | un- un- un- |21} 23,0; 2,0 
geronnen geronnen /geronnen) geronne | 
10 ” ” +0,2 ” ” ” ” ” ” 23 24,5) 1,5 
10 ,, » +04» wo oe geronnen |geronnen| geronnen | 25 |108,5/83,5 
10 ” ” + 0,6 ” ” ” un- ” ” 27 65,0;'38,0 
10 ,, ” +08 ,, ” ” kleiner ” ” 29 | 64,0)35,0 
Bodensatz | 
10 ” ” +1,0 ” ” ” un- un- un- 31 40,0 9,0 
geronnen |geronnen| geronnen | 
0 » ” +1,2 ,, ” ” ” ” ” 33 34,5, 1,5 
10 ,, » +145 o 9 kleiner a kleiner | 35} 37,0) 2,0 
Bodensatz Bodensatz 
10 ” ” +1,6 ” ” ” un- ” un- 37 38,5, 1,5 
geronnen ‘aeons 
10 ,, ” +18 ” ” ” ” ” ensatz, 39 41,0) 2,0 
10 ” ” +2,0 ” ” ” ” Boden- ” \4 42.0 10 
satz 
Zusammenfassung. 


1. Sowohl gekochte als auch sterile Milch ist mit 
Lab verkasbar, wenn entweder nicht sterile GefaBe oder 
nicht steriles Lab zum Versuch verwendet wurden. 

2. Sterile Milch (Aciditét 20 bis 22) in sterilen Ge- 
faBen mit sterilem Lab versetzt ist ungerinnbar. Schon 
die Beriihrung der Milch mit dem nicht sterilen Finger oder 
Hinzufiigen einiger Tropfen gewéhnlicher Vollmilch zu steriler 
Milch bringt letztere zum Verkasen. 

3. Der Milchsaiurebacillus entwickelt sich am besten 
in einer schwach angeséuerten Milch (0,2 bis 0,6 ccm 
*/,¢Saure zu 10 com Milch). 

4. Séurezusatz zu steriler Milch in sterilen GefaBen ver- 
ursacht bis zu einer Menge von 2ccm zu 10 ccm Milch keine 
Fillung und auch keine Nachséuerung (bei Brutofentemperatur). 

















Ober die Wirkung der Nucleinsaure auf die fermentativen 
Prozesse im tierischen Organismus. 


Von 
M. Tschernoruzki. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Kaiserlichen Instituts 
fiir experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 14. September 1911.) 


Die Nucleinséure, hauptsachlich in Form ihrer Natrium- 
verbindung, wird in letzter Zeit sowohl bei klinischen wie bei 
experimentellen Untersuchungen haufig verwendet, da man darin 
ein Mittel sieht, um Leukocytose hervorzurufen und die Wider- 
standsfaihigkeit des Organismus im Kampf mit der Infektion 
zu erhdhen. 

Von einer groBen Zahl hierher gehériger Arbeiten seien nur folgende 
zwei experimentellen Untersuchungen kurz erwihnt. Miyake‘), der beim 
Studium der Fragen iiber allgemeine Immunisation mittels Hyperleuko- 
cytose eine Reihe chemotaktisch wirkender Substanzen daraufhin unter- 
suchte, raumt der Nucleinsiure unter denselben den ersten Platz ein 
und bemerkt dabei folgendes: Wahrend in bezug auf Leukocytose Nuclein- 
siure und Aleuronat ziemlich auf einer Stufe stehen, wirkt die erstere 
in bezug auf Erhéhung der Widerstandsfahigkeit in den Geweben gegen- 
iiber Infektionen unvergleichlich starker als Aleuronat (20fach gegeniiber 
8 fach). 

Parlavecchio*), der u. a. sowohl Leukocytose wie Veriinderung 
der blutbildenden Organe bei Tieren, denen Nucleinsiure zugefiihrt 
wurde, studierte, kommt zu dem interessanten Resultat, daB die Nuclein- 
siure auf den Organismus ebenso wie eine Infektion wirkt, indem sie 
die Schutzkrafte des Organismus erhéht und den ImmunisationsprozeB 
begiinstigt. Interessant ist ferner, da8B wiederholte Injektionen von 
Nucleinséure in bezug auf Erhéhung der Widerstandsfahigkeit der Tiere 


1) Miyake, Mitteilungen aus d. Grenzgeb. d. Med. u. Chirurg. 13 
719, 1904. 
2) Parlavecchio, Arch. f. klin, Chir. 90, 202. 


One 
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gegeniiber Infektionen eine gréBere Wirkung ausiiben als eine einmalige 
Injektion. 

Nach meiner Ansicht berechtigen die erwahnten Eigen- 
tiimlichkeiten in der Wirkung der Nucleinsdure auf den tierischen 
Organismus zu der Voraussetzung, daS diese Wirkung sich 
nicht allein auf eine Erhdhung der Tatigkeit der blutbildenden 
Organe beschrinkt, denn andernfalls miiBte der Wirkungseffekt 
der gleiche sein wie beim Aleuronat, bei dem eine gleich starke 
Leukocytose entsteht. 

Von nicht geringem theoretischen und praktischen Interesse 
erscheint daher die Frage, wie weit die Analogie zwischen der 
Wirkung der Nucleinséure auf den tierischen Organismus einer- 
seits und der vom Organismus siegreich bekimpften Infektion 
andererseits geht. 

In neuester Zeit ist das so interessante Gebiet der Wechsel- 
wirkung zwischen Infektion (und Intoxikation) und der fermen- 
tativen Funktion des Organismus in toto bereits in Angriff 
genommen worden. 

Gleich die ersten Arbeiten, die in dieser Richtung aus- 
gefiihrt wurden, zeigten, daB sowohl Infektion wie Intoxikation 
merklich auf die fermentativen Prozesse einwirken, wobei diese 
Beeinflussung — sei es im Sinne einer Verstarkung oder Ab- 
schwaichung — eine verschiedene ist, sowohl bei verschiedenen 
Infektionen wie fiir verschiedene Fermente, wie endlich fiir 
verschiedene Organe (N. Sieber’). 

Um nun nachzuweisen, ob die Nucleinséiure irgendeinen 
influB auf die fermentativen Prozesse im tierischen Organismus 
ausiibt, wurde die vorliegende Arbeit auf Anregung und unter 
Leitung von Frau Dr. Sieber-Schumowa ausgefiihrt. 

Fir meine Untersuchungen benutzte ich 5 junge Pudel 
von einem Wurf. Der eine derselben diente nur zu Kontroll- 
versuchen, den anderen wurde ungefahr vom 2. Lebensmonat 
an im Verlauf von 4'/, bis 5*/, Monaten auf verschiedenem 
Wege Natr. nucleinic. Merck (aus Hefe) in steigenden Dosen 
zugefiihrt. 

Die hierauf beziiglichen Daten fiihre ich der Kiirze halber 
in Form einer Tabelle an. . 


1) N. Sieber, diese Zeitschr. 32, 108, 1911. 
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Tabelle I. 

, Menge Gesamt- 5 s e 
3 Art Gewicht des Natr. nucl, |/menge des, gs wig Ss 
7 der Ein- der Tiere auf lkg | Wabr. der Ege ies) £, 
= fiihrung Kérpergewicht| ganz. Zeit]. 5's £3 8 
€ 7 pergewicht BE tol’ 

5 | des Natr. zugefiihrt.| 2 3\e 8 3 
x nucl. | vorher nachherj vorher nachher|Natr. nucl.|= . 2 a a 
kg ke | g/| g g = = 





intravends| 6,35 | 12,3 | 0,016) 1,5 48,25 | 40,3° | 46100 
intra- | 62 , 12,1 10,04 | 15 60,40 | 39,7° | 29250 


peritoneal 
subcutan | 4,9 13,7 | 0,02 1,5 86,65 | 39,5° | 31000 


t per os 6,0 11,5 $0,117 | 1,5 64,25 | 39,1° | 26700 


Kon- - , 
ran = 6,7 14,1 — - _ 38,9° | 11159 


w 




















Als Regel wurde bei jeder Zufiihrung von Natr. nucleinic. 
in 10 bis 50°/,iger Lésung (sei es intravenés, intraperitoneal 
oder subcutan) eine Temperatursteigerung und mehr oder 
weniger ausgesprochene Leukocytose beobachtet. Bei Dosen, 
die sich 1 g auf 1 kg Koérpergewicht naherten, beobachteten 
wir eine deutliche Stérung des Allgemeinbefindens (Tragheit, 
Appetitlosigkeit usw.), die gewdhnlich nicht langer als 24 Stunden 
dauerte. Bei Darreichung per os stieg die Temperatur nur 
unbedeutend, Leukocytose trat nicht jedesmal auf, zugleich 
wurde beinahe keine Stérung des Allgemeinbefindens konstatiert, 
nur das letztemal, bei Gaben von 17,25 g Natr. nucleinic. pro 
dosi, trat Durchfall auf, der 1 Tag lang anhielt. 

Im ganzen wurde die Zufuhr von Natr. nucleinic. sogar 
in Dosen von 1,5 g auf 1 kg Kérpergewicht von allen Hunden 
gut vertragen, ohne daB irgendwie bemerkbare schidliche Folgen 
aufgetreten waren. Die Versuchshunde verhielten sich in jeder 
Beziehung wie vollkommen gesunde normale Tiere. 

Alle Hunde wurden durch Verbluten aus der Art. carot. 
getétet, der Hund Nr. 1 wurde nach Ablauf von 6 mal 24 Stunden 
nach der letzten Injektion von Natr. nucleinic. getétet, der 
Hund Nr. 2 in 3mal 24 Stunden danach, der Hund Nr. 3 in 
7mal 24 Stunden und Nr. 4 in 6mal 24 Stunden. 

Die zur Untersuchung erforderlichen Organe wurden sofort 
entnommen, zerkleinert und in einem elektrischen Ventilations- 
trockenapparat bei einer Temperatur von nicht mehr wie 30° 
getrocknet. Die vollkommen ausgetrockneten Organe wurden 


: 
4 
i 
‘dl 
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zu feinem Pulver zerrieben und in sterilen GefiBen lufttrocken 
aufbewahrt. In diesem Zustand kénnen sie beliebig lange auf- 
bewahrt werden, wobei fast alle Fermente erhalten bleiben. 
Uberhaupt hat bei der Untersuchung auf Fermente diese Me- 
thode der Trocknung der Organe bei niedriger Temperatur 
unbestreitbare Vorziige vor der Verwendung frischer Organe, 
sowohl in bezug auf Bequemlichkeit der Untersuchung wie 
auch in bezug auf die Méglichkeit einer quantitativen Ver- 
gleichung. 

Aus den so vorbehandelten Organen stellte ich einen Ex- 
trakt im Verhaltnis von 1:20 her — eine genau abgewogene 
Menge gepulvertes Organ wurde in einem Erlenmeyerschen 
Kolben mit der 20fachen Menge von (0,85°/, iger) physiologischer 
Kochsalzlésung iibergossen und wahrend 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur und mehrfachem Umriihren extrahiert. Nach Ab- 
lauf von 24 Stunden filtrierten wir den gewohnlich klaren 
schwach gelblichen Extrakt und benutzten ihn fiir alle weiteren 
Untersuchungen mit Ausnahme der Untersuchungen auf proteo- 
lytisches Ferment. 

Fiir letztere diente ein Extrakt, der in denselben Pro- 
portionen, aber bei einer Temperatur von 50° hergestellt worden 
war. Zu dieser Abainderung in der Zubereitung des Extraktes 
fiir die Proteasebestimmung bewogen mich einesteils die in 
einer Reihe von Fallen negativen Resultate bei Benutzung von 
bei Zimmertemperatur zubereitetem Extrakt und auBerdem 
folgende Angaben in der Literatur: Es ist einerseits bekannt, 
daB gerade das proteolytische Ferment sogar bei Auspressung 
der Organe bei einem Druck von 300 Atmosphiaren sehr schwer 
in Lésung zu bringen ist’), und andererseits wissen wir, daB 
das bei der Zerstérung der Leukocyten freiwerdende proteo- 
lytische Ferment bei 50° in Lésung itibergeht*). 

Ich untersuchte folgende Organe: Leber, Milz, Gehirn, 
Nieren, Lungen, Muskeln und Thymus auf folgende Fermente: 
Protease, Amylase, Diastase, Katalase, Nuclease, Lipase, und 
auBerdem einige Organe auf Lecithase. 


1) Abderhalden und Pringsheim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 


65, 180, 1910. 
2) Miller und Jochmann, Miinch. med. Wochenschr. 1906, Nr. 29. 
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An dieser Stelle sei erwibhnt, daB bei allen Untersuchungen 
und Manipulationen natiirlich alle VorsichtsmaBregeln gegen 
eine eventuelle bakterielle Verunreinigung streng befolgt wurden: 
GefaéBe, Wasser und Lésungen waren steril, als Antisepticum 
wurde Chloroform benutzt. 


Protease (Tryptase). 

Die Frage iiber den Gehalt an proteolytischem Ferment 
in den Organen der Wirbeltiere ist bis jetzt noch gar nicht 
ausgearbeitet. Die aus der Literatur bekannten Tatsachen 
sprechen dafiir, daB das in verschiedenen Organen verschiedener 
Tiere gefundene proteolytische Ferment fast ausschlieBlich nur 
bei saurer Reaktion wirksam ist*) *). 

Bei meinen Untersuchungen beschrankte ich mich auf die 
Bestimmung der Tryptase in den Organen nach GroB-Fuld 
und benutzte dabei eine nach den Angaben von Bergmann 
und Meyer’) hergestellte Caseinlésung. 

Von allen untersuchten Organen gelang es mir nur, in 
Milz und Gehirn Protease nachzuweisen. 


Tabelle II. 
Extrakt 1:20, in Mengen von 1,0 ccm bis 0,1 com. Versuchsobjekt: 
5 ccm einer 2°/,,igen Caseinlésung. Versuchsdauer: 24 Std. Temp.: 





3 — 
Hunde | Kon- | ny. 1 | Nr. 2| Nr. 3| Nr. 4 
sal 


trolle | | Anmerkungen 


Milz. 





Die zur volistandigen|} 
Verdauung v.5ccm' 


Die Bezeichnung: > 1,0 
Caseiniieung efi ~— 10 spat 1,0 | 0,64 
. | 


bedeutet, da8 mit lccm 





. | co] Extrakt eine, 
a S Kubik auch unvollstandige, 
zentimetern. Ver g t. 
Gehirn. 
| | | = Tyre on 
‘ } mit 1,0 com Extr. 
do. 10 }<0,1; 10 >1,0; 1,0 ar keineVerdauung 
Beobachtet wird. 














1) McKendrik, Proc. Roy. Soc. Edinb. 23, 68, 1900; zit. Malys 
Jahresber. 31, 873. 

*) Hedin und Rowland, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 341, 531. 

3) Bergmann und Meyer, Berl. klin. Wochenschr. 1908, 37. 
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Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die proteolytische 
Fahigkeit des Gehirns bei dem Hunde Nr. 1, dem Natrium 
nuclein. intravenés zugefiihrt wurde, stark (mehr als um 10mal) 
erhéht war, sowohl im Vergleich zu der Norm, wie auch im 
Vergleich zu den anderen Versuchshunden. 


Amylase. 

Unter diesem Namen verstehe ich ein Ferment, das Starke 
in Dextrin iiberfiihrt und leicht nach den colorimetrischen 
Methoden aus dem Verschwinden der Jodreaktion auf Stirke 
bestimmt werden kann. 

Ich bediente mich der Methode von Wohlgemuth’), 
streng seine Angaben befolgend. 

Weiter unten werden zur Veranschaulichung der fiir Amy- 
lase gewonnenen Resultate drei Tabellen angefiihrt: In der 
Tabelle III sind diese Resultate in den von Wohlgemuth 
zum Vergleich der fermentativen Energie vorgeschlagenen Ein- 
heiten angefiihrt; in der Tabelle IV sind die gleicher Resultate 
auf 1,0g getrocknetes Organ und auf das Gewicht der reinen 
Starke berechnet und endlich in der Tabelle V, wie auch in 
den folgenden entsprechenden Tabellen, ist die Differenz in der 
Wirkung des Fermentes im Vergleich zur Norm, die gleich 100 
gesetzt wird, in Prozenten angegeben. 


Tabelle III. 
Versuchsobjekt: 5 ccm einer 1°/,igen Lésung von Amyl. solubile 
Kahlbaum. Versuchsdauer: 24 Std. Temp.: 37,5° C. Fiir 1 com Ex- 


trakt 1:20 — | = 








— <= - 3 — 
Hunde Leber | Milz Gehirn| Nieren Laungen Muskeln| Thymus 
| | 





Kontrolle | 7,8 | 78,0 | 3,1 | 781,0 7,8 





3,1 | 500,0 
Nr. 1 20,0 | 20,0 |1250,0 | 20,0 | 20000! 200 | 3125 
Lay 125 200) 125) 78 | 125) 50 | 1250 


5 
a” 125 | 780 | 20/ 125] 310; 78 | 78,0 
> 4 | 200 | 310] 78| 195 | 78! 31 








Anmerkung: Bei Bestimmung der amylolytischen Energie des Ge- 
hirns und der Lungen vom Hunde Nr. 1 und der Nieren von dem Kon- 
trollhunde muBte der Extrakt 1:20 noch 100mal verdiinnt werden. 


1) Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 














| 
/ 














2 A eR 











Wirk. der Nucleinsiure a. d. ferment. Prozesse im tier. Organismus. 369 


Tabelle IV. 
Die Quantitét der Stirke in Grammen, die 1,0 g trockenes Organ 
wihrend 24 Std, bei einer Temp. von 37,5° C in Dextrin iiberzufiihren 
imstande ist. 





Hunde Leber | Mite 'Gehirn  Nieren Lungen|Muskeln meow 


Kontrolle 1,56 | 15,6 0,62 | 156.2 1,56 0,62 100,0 





Nr. 1 40 | 4,0 , 250, 0 | 4,0 | 400, 0 4,0 62,5 
- 25 | 4,0 2,5 1,56 2,5 1,0 25,0 
| a 2,5 15,6 | 0,4 25 |} 62 1,56 15,6 
= 4,0 62; 156; 25 1,56 0,62 6,2 

Tabelle V. 


Die Differenz + in dem Wirkungsgrad der Amylase in Proz. im 
Vergleich zur Norm. 





Hunde wong Milz | Gehirn | Nieren | angen | Muskeln Thyme 





1 + 156,4 | 74,4 $40222,0 - — 97,5 4+25541,0 + 545,8 — 31,5 

2 I+ 69,2 | — 74,4 + 303,0, — 99,1 \+ 69,2, + 61,2; — 75,0 

, 3 H+ 69,2'+0 |— 35,5 —98,4 ‘+ 297,4 +151,6) — 84,4 

4 + 156,4 — 60,3 + 151,6 —98,4 |+0 |+0 | —93,8 
+ 


— + 87,8, i 139,7|—98,3 + 122,2 +1921) —72,6 
wer 








Anmerkung: Bei wm a der Mittelwerte wurden die auBer- 
gewohnlich hohen Werte fiir das Gehirn (400 mal héher als in der Norm) 
und fiir die Lungen (250mal héher als in der Norm) bei dem Hunde 
Nr. 1 nicht beriicksichtigt. 

Bei Betrachtung der angefiihrten Tabellen fallt die un- 
gleichmaBige Verteilung des amylolytischen Fermentes in den 
einzelnen Organen des Kontrolltieres und die besonders groBe 
Menge desselben in den Nieren auf. 

Freilich fand Hirata‘'), der den mittels Buchnerscher 
Handpresse gewonnenen Saft einiger Organe untersuchte, bei 
drei Hunden in den Nieren nicht mehr Amylase wie in der 
Leber D3, = 40. 

Ob bei der Beurteilung so widerspruchsvoller Resultate 
die verschiedenen Herstellungsmethoden des fermenthaltigen 
Materials oder individuelle Schwankungen in bezug auf Energie 
des Fermentes bei verschiedenen Individuen und bei ver- 
schiedenen Organen desselben Individuums zu beriicksichtigen 


1) Hirata, diese Zeitschr. 27, 385, 1910. 
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sind, dartiber laBt sich bis jetzt nichts sagen, da uns das dazu 
erforderliche Tatsachenmaterial fehlt. 

Wohlgemuth und Benzur') fanden bei normalen Ka- 
ninchen gleichfalls den gréBten Konzentrationsgrad der Diastase 
(Amylase) in den Nieren oe. == 20 — 31,25), darauf folgen die 
Muskeln (D38. — 7,8 —20) und die Leber (D3y, = 5 — 12,5). 

Ferner fallt bei Betrachtung dieser Tabellen die sehr aus- 
gesprochene Verstaérkung der amylolytischen Fahigkeiten des 
Gehirns (um 400mal gegeniiber der Norm) und der Lungen 
(um 250mal) bei dem Hunde Nr. 1 auf; diesem wurde nuclein- 
saures Natrium intravends zugefiihrt. 

Vernachlassigt man die einzelnen Differenzen und _ beriick- 
sichtigt man bei allen 4 Hunden nur die Mittelwerte, so sieht 
man, daB die amylolytische Energie des Organismus bei Ein- 
fiihrung von Natr. nuclein. bedeutende Veranderungen erfahrt. 
Diese variieren nach den verschiedenen Organen, und zwar an 
Leber, Gehirn, Lunge und Muskel im Sinne einer Verstarkung 
und in Milz, Nieren und Thymus im Sinne einer Abschwachung. 


Diastase (Dextrinase). 


Unter dieser Bezeichnung verstehe ich ein Ferment, das 
Dextrin in Zucker iiberfiihrt und dessen Anwesenheit und 
Energie nach der unter seiner Wirkung aus Starke gebildeten 
Zuckermenge beurteilt wird. 

Die Zuckerbestimmung geschah nach der Methode von 
Lehmann-Riegler*). Der Versuch selbst wurde folgender- 
maBen ausgefiihrt: 1 ccm Extrakt mit 10 com einer 1°/,igen 
frisch zubereiteten Stairkelésung mit sterilem Wasser bis auf 
das Volumen von 20 ccm verdiinnt und fiir 24 Stunden bei einer 
Temperatur von 37,5° C in den Thermostaten gebracht. Zur 
Kontrolle diente die gleiche Menge Starke bei gleichem Volumen 
der Fliissigkeit, da, wie mehrfache Untersuchungen beweisen, 
Extrakt, der waihrend 5 Minuten auf dem Drahtnetz gekocht 
hat, im Laufe von 24 Stunden gar keine Zuckerbildung aus 
der Starke verursachte. 


1) Wohlgemuth und Benzur, diese Zeitschr. 21, 460, 1909. 
2) Lehmann, Arch. f. Hygiene 30, 267. — Riegler, Zeitschr. f. 
ana}, Chem. 37, 22. 
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In den weiter unten angefiihrten Tabellen VI und VII 
sind die Versuchsresultate in Milligrammen Zucker angegeben. 
Diese Zahlen werden auf 1,0 g getrocknetes Organ berechnet 
und in Prozenten angegeben. 


Tabelle VI. 
Diejenige Zuckermenge in Milligrammen, die durch 1,0 g trockenes 
Organ im Verlauf von 24 Std. bei 37,5° C aus Starke gebildet wird. 





————=—= 
Hunde | Leber | Milz | Gehirn | Nieren 


Lungen Muskeln | Thymus 











T 


Kontrolle | 450,0 | 600,0 | 223,0 | 702,0 | 520,0| 127,2 | 545,0 
Nr. 1 702,0 | 488,0 | 981,0 | 570,0 | 638,0| 169,6 | 481,0 
eh 526,0 | 494,0 | 823,0  613,0 | 443,0 | 152.0 | 501,0 
“a 363,0 | 581,0 | 274,0 | 664,0 | 494,0| 1648 | 462,0 
ss 587,0 | 539,0 | 676,0 | 650,0 | 437,0 | 127,2 | 462,0 








Tabelle VII. 


Die Differenz (+) in dem Wirkungsgrad der Diastase im Vergleich 
zur Norm in Prozenten. 


Hunde Leber 








} 


' ! ‘ 
Milz | Gehirn | Nioren | Langen Muskeln Thymus 
} | i 











~ 18,7 | + 339,9 |—18,7 | +22,6 | +33,3 





-1,8 





| 
| 
fe | 
Nr.1 | +33,3 | 





» 2 |+168 |—17,7 | +2690 |—12,7 |—14,9 | +194! — 8,1 
» 3 |—194 |— 3,2 |4 22,8 |— 5,5 |— 50 | +29,5 | —15,3 
, 4 |+30,4 |—10,2 | +2031 |— 7,5 |-160/+0 | —153 








Mittelwert |+ 15,3 |— 12,4 | + 208,7 |—11,1 |— 3,3 | +20,5 | —12,6 


Bei Betrachtung der Tabelle VI und VII sehen wir, da8 
die Verteilung des diastatischen Fermentes nach Organen bei 
dem Kontrollhunde im ganzen denselben Charakter zeigt, wie 
die Verteilung der Amylase, nur ist sie eine viel gleichmaBigere 
als bei letzterer und sind die von der Einfiihrung von Natr. 
nucl. abhangigen Schwankungen weniger ausgesprochen. 

Ohne auf die einzelnen Differenzen bei den verschiedenen 
Hunden einzugehen, will ich nur hervorheben, dab, wahrend 
die amylolytische Energie der Lungen unter dem Einflu8 von 
Natr. nuclein. im allgemeinen deutlich steigt, die diastatische 
Energie im Gegenteil etwas abnimmt; in den anderen Organen 
aber konstatieren wir folgendes: eine Verstarkung der diastatischen 
Energie in Leber, Muskeln und besonders im Gehirn, eine Ver- 
minderung derselben in Milz, Nieren und Thymus, d. h. wir 
finden dieselben Verhaltnisse wie fiir Amylase. 








: 
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Die deutliche Differenz in der quantitativen Verteilung 
dieser zwei Fermente sowohl unter normalen Verhiltnissen, wie 
z. B. gegebenenfalls im Experiment, dienen, wie mir scheint, 
als ein weiterer Beweis fiir die Zweienzymtheorie') oder aber 
sie sprechen fiir eine sozusagen doppelte Funktion eines und 
desselben diastatischen Fermentes. 


Katalase. 

Fiir die Katalase fiihre ich die von mir mittels Kalium- 
permanganatmethode ermittelten Tatsachen nicht an, da es 
sich erwies, daB die Organe nach der obenerwaihnten Vor- 
behandlung fast vollkommen die Fahigkeit einbiiBen, Wasser- 
stofisuperoxyd zu spalten. 

Uber die augenscheinlich besonders beim Trocknen leicht 
zustande kommende Vernichtung der Katalase finden wir auch 
in der Literatur einige Angaben®) *). 


Nuclease. 

Die Frage iiber die Wirkung der Nucleinsaiure auf die 
nucleinspaltende Tatigkeit des Organismus und die hierher ge- 
hérigen Untersuchungen bilden das Thema einer speziellen 
Arbeit; hier wiil ich nur bemerken, da8 die nucleinspaltende 
Fahigkeit der Organe Schwankungen sowohl im Sinne einer 
Verstirkung wie Abschwichung erleidet, wobei diese Ab- 
weichungen von der Norm, in Prozenten ausgedriickt, in den 
verschiedenen Organen im Durchschnitt zwischen — 25°/, bis 
+- 150°/, betragen. 

Die Starke der Nucleasewirkung erschloB ich aus der 
Menge des anorganischen Phosphors, der aus dem organisch 
gebundenen Phosphor der Nucleinsdure bei fermentativer Spaltung 
des letzteren in Freiheit gesetzt wird. Die Phosphorbestimmung 
erfolgte nach Stutzer-Neumann‘). 


Lipase. 
Die lipolytische Energie der Organe bestimmte ich an 
1°/,iger Monobutyrinlésung. 


1) C.Oppenheimer, Die Fermente und ihreWirkung 2, 84 bis 86, 1910 

2) R. Kobert, Arch. f. d. ges. Physiol. 99, 116, 1903. . 

3) Battelli, Compt. rend. Soc. Biol. 59, 300, 1905. 

*) Stutzer, diese Zeitschr. 7, 471, 1908. — Neumann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 37, 129, 1902. 
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Es wurde nur 1 ccm Organextrakt genommen, wodurch 
der Sauregehalt, der sich darin dank den Versuchsbedingungen 
(24 Std., Temp. 37,5° C) infolge autolytischer Prozesse ent- 
wickeln konnte, auf ein Minimum reduziert wird*). 

Die Titrierung erfolgte mit "/,,.-Kalilauge bei Gegenwart 
von Phenolphthalein als Indicator. 

Jeder Versuch war von einem entsprechenden Kontroll- 
versuch mit Extrakt, der wahrend 5 Minuten auf dem Draht- 
netz gekocht hatte, begleitet und wurde folgendermaBen aus- 
gefiihrt: zu 1 ccm (mit Wasser bis zum Volumen von 10 ccm 
verdiinntem) Extrakt wurden 10 ccm einer 1°/, igen Monobutyrin- 
lésung hinzugefiigt. 

Versuchsdauer 24 Std. 

Temp. 37,5° C. 

Die Versuchsresultate sind in den Tab. VIII und IX angefiihrt. 


Tabelle VIII. 


Die zur Titration erforderliche Menge */,99-Kalilauge in Kubik- 
zentimeter, entsprechend der von der fermentativen Spaltung des Mono- 
butyrins abhangigen Differenz im Saiuregrad in der Versuchsportion einer- 
seits und in der Kontrollportion andererseits, berechnet auf 1,0 g Organ. 





| | | 
Hunde Leber Milz | Gehirn | Nieren Lungen Muskeln| Thymus 








Kontrolle 136,0 64,0 | 24,0 | 144,0 | 152,0 48,0 16,0 
Nr. 1 160,0 64,0 | 32,0 1120) 1440 54,4 24,0 
. = 208,0 40,0 320  192,0 | 144,0 | 28,8 16,0 

3 120,0 48,0 | 24,0 152,0  136,0 32,0 32,0 


4 232,0 32,0 24,0 1760 1200; 38,4 40,0 





Tabelie IX. 
Differenz (+) in dem Wirkungsgrad der Lipase im Vergleich zur 
Norm in Prozenten. 





B32 See Se we pel . 
Hunde | Leber | Milz | Gehirn | Nieren | Lungen Muskeln | Thymus 





33,3 | —223| — 5,3 | +13,3 | + 50,0 
33,3 


er al i 
Nr.1 |+17,6/+ 0 
of +333 | — 5,3 | —40,0|+ 0 


2 {529 | —37,5 | 
es — 11,8 | — 250 | 
4 | +705 | —50.0 | 


0 | + 55) —10,6 | —33,4 | +100,0 
O | +22,2| —21,1 | —29,0 | + 150,0 
6 


Mittel- | + 32,3! 081 +166 + 9,7! —10,6 | —22,3| + 75,0 
wert 


Folglich erleiden die lipolytischen Fahigkeiten der Gewebe 
unter dem Einflu8 der Nucleinsiure im ganzen nur unbedeutende 
1) Saxl, diese Zeitachr. 12, 343, 1908. 
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Schwankungen, wobei in Leber, Gehirn, Nieren und Thymus 
(und zwar in letzterem am ausgesprochensten) eine Verstaérkung, 
in Milz, Lungen und Muskeln eine Abschwachung der lipolytischen 
Fahigkeiten erfolgt. 

Lecithase. 

Die Frage, ob die Spaltung des Lecithins unter der 
Wirkung eines besonderen Fermentes, der Lecithase, erfolgt 
oder von der Lipase besorgt wird, ist bis jetzt noch nicht 
vollkommen aufgeklart. 

Ich priifte die lecithinspaltende Fahigkeit von Nieren, 
Lungen, Leber und Gehirn an 2°/,iger Lecithinemulsion (Agfa), 
wobei bei der Untersuchung der beiden letztgenannten Organe 
in entsprechenden Parallelportionen 2 ccm einer 2°/,igen MnSO,- 
Lésung zugesetzt wurden; dadurch wird bekanntlich die Wirkung 
der Lipase erhéht und es tritt sogar im Serum von Geistes- 
kranken, das vorher nicht lecithinspaltend wirkte, diese Fahig- 
keit auf, wie das von Pighini’) beobachtet wurde. 

Die Art der Bestimmung war die gleiche wie bei der 
Lipase. Das Resultat war in allen Fallen ein negatives, da 
die Vermehrung des Siéuregehaltes, die in einigen Fallen, so- 
wohl bei Zusatz von MnSO, wie ohne denselben, beobachtet 
wurde, so geringfiigig war, daB sie innerhalb der Fehlergrenzen 
lag, die der Methode als solcher anhaften kénne (0,1 bis 0,4 ccm 
von */,99-KOH). 

SchluB. 


Ebenso wie wir auf dem Gebiete der Wechselwirkung 
zwischen Infektion und fermentativen Prozessen noch keinerlei 
bestimmte Schliisse ziehen kénnen, da die Frage auBerordentlich 
kompliziert und die Zahl der Beobachtungen zu gering ist, so 
sei auch im gegebenen Falle nur vermerkt, daB die Ein- 
fiihrung von Nucleinséure in den tierischen Organismus ‘tmen 
deutlichen Einflu8 auf seine fermentative Tatigkeit ausiibt. 

Was die Art der Einfiihrung der Nucleinsaéure anbetrifit, 
so wird die geringste Wirkung auf die fermentative Funktion bei 
subcutaner und die gréBte bei intravendser Injektion beobachtet. 

Was die Fermente anbetrifft, so wurden die stirksten 
Schwankungen bei dem amylolytischen Ferment gefunden. 


1) Pighini, diese Zeitschr. 38, 190, 1911. 
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Den Organen nach die gréBten Schwankungen im Sinne 
der Verstérkung von fermentativer Energie wurden im Gehirn, 
in den Lungen, in den Muskeln und in der Thymus beobachtet. 
Im Gehirn waren die Werte fiir die Amylase 400mal héher, 
fiir die Diastase 4,4mal und fiir die Protease 10mal héher 
als es der Norm entspricht. 

In den Lungen waren die Werte fiir Amylase um 250 mal 
erhéht, in den Muskeln fiir Amylase um 6,4mal, im Thymus fiir 
Lipase um 2,5 mal. 

Das Gehirn nimmt sowohl in bezug auf die Zahl der in 
Betracht kommenden Fermente, wie auch in bezug auf Anderung 
in ihrer Wirkung eine Ausnahmestellung gegeniiber den anderen 
Organen ein. 

Hefenucleinsaures Natron Merck iibt sogar bei andauernder 
Anwendung groBer Dosen (bis 1,5 g auf 1 kg Korpergewicht) 
und bei verschiedener Art der Einfiihrung keinerlei schadliche 
Wirkung auf den tierischen Organismus aus. 

Die therapeutische Bedeutung der Nucleinséurepraparate bei 
einer Reihe von Krankheiten findet méglicherweise in den hier 
angefiihrten Tatsachen eine gewisse Erklarung. 

Speziell auch die in der Literatur zitierten Hinweise auf 
eine sehr giinstige Beeinflussung mancher Fille von progressiver 
Paralyse durch wiederholte Injektionen von Natr. nucleinic. ')*) 
kénnen wir, wie mir scheint, in einen gewissen Zusammenhang 
mit den obenerwahnten Tatsachen bringen, wonach bei Ein- 
fiihrung von Nucleinséure in den Organismus Veranderungen 
in den fermentativen Funktionen des Gehirns auftreten, wie 
dies besonders bei dem Hunde Nr. 1, der Nucleinsaure intra- 
venés erhielt, hervortritt. 

Weitere experimentelle und klinische Forschungen in dieser 
Richtung werden natiirlich zeigen, wie weit sich diese Voraus- 
setzungen auf eine feste Grundlage stiitzen. Ferner werden 
dieselben das Material liefern miissen fiir die Entecheidung der 
Frage, welche Bedeutung diese oder jene Veranderungen in 
den fermentativen Funktionen sowohl fiir den Organismus als 
Ganzes, wie fiir seine einzelnen Organe haben. 


1) O. Fischer, Prag. med. Wochenschr. 1909, 401. 
2) J. Donath, Berl. klin. Wochenschr. 1910, 2343. 
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Die Beeinflussung des Verlaufs der sog. Schardinger- 
Reaktion durch die Kihlung der Milch. 


Von 
R. Burri (Ref.) und H. Schmid. 


(Aus der schweiz. milchwirtschaftl. und bakteriologischen Versuchsanstalt 
Bern - Liebefeld.) 


(Eingegangen am 14. September 1911.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Nachdem Burri und NuBbaumer') gezeigt haben, dab 
mit dem Vorgang der Erstarrung der Fettkiigelchen eine ganz 
betrichtliche Depression der Oberflichenspannung der Milch 
einhergeht, war zu erwarten, daB die Zustandsinderung des 
Milchfettes auch die meSbare Anderung gewisser anderer 
Milcheigenschaften im Gefolge haben kénnte. Von der von 
verschiedenen Autoren beobachteten Tatsache ausgehend, dai 
die Aldehydreduktase (auch Aldehydkatalase, neuerdings von 
A. Bach Perhydridase genannt) in eigentiimlicher Weise an 
die Milchkiigelchen gebunden zu sein scheint, untersuchten wir, 
ob die bei einer frischen Kuhmilch festgestellte Intensitaét der 
betreffenden Enzymreaktion, gemessen durch die bei 45° be- 
obachtete Entfirbungszeit eines Gemisches von Milch mit 
einer bestimmten formaldehydhaltigen Methylenblaulésung, in- 
folge des Kiihlungsprozesses irgendeine Anderung erleide. 

Bei einer ersten Serie von Versuchen wurde als Reagens eine fiir 
andere Zwecke mit Erfolg benutzte Lésung angewandt, die 10mal 
weniger Methylenblau, aber gleichviel Formaldehyd enthielt wie die 
Original-Schardinger-Lésung. Bei einer zweiten Serie kam nur die 
letztere in Anwendung. Die mit je 10 ccm Milch beschickten Reagens- 
gliser wurden zuerst im Wasserbade auf die Versuchstemperatur von 45° 
vorgewirmt und dann erst mit dem Reagens gemischt. Unmittelbar 


nach der Mischung wurde der Anaerobenverschlu8 nach Wright-Burri 
(vgl. Centralbl. f. Bakt. 2. Abt. 19, 23, 1907) aufgesetzt. 


ay Burri und NuBbaumer, diese Zeitschr. 22, 90, 1909. 
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Um sicher zu sein, daB unsere Versuche nicht durch Bakterien- 
wirkung beeinflu8t waren, haben wir im Anfang mit jeder Milchprobe 
auch die einfache Reduktionspriifung auf Methylenblau, die sog. M-Reaktion, 
bei 38° vorgenommen. Wir erhielten dabei Entfirbungszeiten, die 
zwischen 15 und 24 Stunden lagen. Dieses Ergebnis spricht dafiir, daB 
wir mit sehr frischer Milch arbeiteten und da8 die verhaltnismaBig 
geringe Keimzahl auf den Verlauf der FM-Reaktion, bei der es sich um 
Entfiairbungszeiten von wenigen Minuten handelte, keinen Einflu8 haben 
konnte. Spater haben wir an Stelle der M-Reaktion die direkte Keim- 
zahlbestimmung mit Hilfe des Plattenverfahrens gesetzt, was uns er- 
méglichte nicht nur festzustellen, daB unsere Versuchsmilch wenig 
Keime enthielt, sondern auch in welcher Weise die Keimzahl wahrend 
der 6 bis 7stiindigen Dauer des Versuchs sich anderte. Die Zahl der 
Keime betrug pro 1 ccm 2000 bis 10000, ausnahmsweise einmal 30000. 
Wahrend der Versuchsdauer fand niemals eine wesentliche Zunahme statt, 
in einigen Fallen war sogar eine deutliche Abnahme zu konstatieren, 
was nicht tiberraschen kann, wenn man bedenkt, daB alle Versuche mit 
Milchproben durchgefiihrt wurden, die sich noch innerhalb der bactericiden 
Phase befanden. 


I. Serie. 
(Verwendung des abgednderten Schardinger-Reagens.) 
Versuch 1. 

Die Milchprobe wird in 2 Hialften geteilt, wovon die eine 
bei Zimmertemperatur von ca. 25°, die andere im flieBenden 
Wasser von 12 bis 13° aufbewahrt wird. Von Stunde zu Stunde 
wird mit einer Teilprobe aus der gekiihlten, wie aus der un- 
gekiihlten Milch bei 45° die FM-Reaktion ausgefiihrt. Die 
folgende Zusammenstellung (Tab. I) gibt die an 5 aufeinander- 


folgenden Tagen mit verschiedenen Gemelken erhaltenen Ent- 
farbungszeiten wieder. 





Tabelle I. 
1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag _ 5. Tag 
an ee ee ore ca j 
i a SSQil Se 1SeSAia gaia (egsaia igs 
Zeitpunkt a 5 = i iat = | § = 1 gs = ae & = 
der Priifung “4 |osl| &@ |os] &@ | Sis] w | Sil & | Sis 
o | se ey oe — Sd 2 | o | sa 
oO 20 is) 202 m0 2° 30 20 Mise 
I lrg OO g i) of co so Ww = o> © § lo of 
Bei Beginn d. Vers.|5’ 5” | — {5'57”, — |5'55”, — |6'22” — |5'32”" — 


Nach 1 Stunde [5’ 32”\4’ 1216’ 0” |4’ 2515’ 57” 4’ 1216’ 27” 5’ 10/15’ 424’ 2” 
9 . 6’ 10” 4’ 15” 6/ 90" 4’ 90" 6’ 15” 4’ 12” 6’ 57” 5! Y hed 6’ 0” i4’ 5” 
6’ 32” 4’ 99" 6/ 25” 4’ 29" 6’ 95” 4’ 99" 7 5” 5/ 12” 6’ 17” 4’ 17” 

7 22''\4’ 52’16' 47” 4’ 4016’ 374’ 3217’ 32" 5’ 3216" 474’ 30” 

7’ 55" 5 17” 7’ oO” 5’ 2” 7’ 7” 5’ 99"" 7’ 45” 5’ 42” <a gers 

6 8’ 375’ 35"|7" 15” 5’ 12”|7" 52” 5’ 35"|7" 57””'5’ 57"| — | — 

Gesamtzunahme |3’ 321’ 23”|1’ 18” 0’ 47”|1’ 57” 1’ 23”|1’ 35” 0" 47”|1’ 15” 0’ 28” 

Biochemische Zeitschrift Band 36. % 
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Die Kiihlung der Milch hat demnach durchweg eine deut- 
lich ausgepragte Depression der Reduktionszeit, also anscheinend 
eine Vermehrung des Enzyms zur Folge gehabt. Andererseits 
s springt in die Augen eine mit 
der Aufbewahrungszeit fortschrei- 
tende Zunahme der Entfarbungs- 
zeit, dieseinerzeitauchH.S midt’) 
wenigstens bei gekiihlter Milch 
beobachtet und auf eine Schwi- 
chung bzw. Abnahme des En- 
zyms zuriickgefihrt hat. Wie 
aus den Zahlen fiir die Gesamt- 
zunahme der Entfarbungszeit 
hervorgeht und auch aus der bei- 
stehenden Kurvenzeichnung zu entnehmen ist, bleibt das Enzym 
bei der niedrigen Temperatur besser geschiitzt; infolgedessen 
miissen die Kurven fiir die gekiihlte und die ungekiihlte Milch 
merklich divergieren. 





® 

















Versuch 2. 


Hier wurde die zu kiihlende Hilfte der Milchprobe nicht 
waihrend der ganzen Versuchsdauer, sondern nur wahrend der 
ersten Stunde im kalten Wasser behalten und nach dieser Zeit 
wieder auf Zimmertemperatur, d. h. auf die gleiche Temperatur 
wie die nicht gekiihlte Parallelprobe gebracht. Tabelle II ent- 
halt die beobachteten Entfairbungszeiten. 
































Tabelle II. 
| Tag | 2 Tog | 3 Tag | 4 Tag | 6. Tag 
Zeitpunkt FS | ;3 a ,2 a ;2 2 ;= a |= 
der Priifung 4 es 3 38 a 38 4 es E 3a 
g |"& a “S)| g |S! g |"& EI ~% 
Bei Beginn d. Vers.|5’ 10”) — |e 27"| — |e 7” 6’ 42” 





. y 12” 4 37” ! 45/'\4’ 45” y 7” 3’ 20’'16' 40’ \4' 22/16 52” 5’ 5” 
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Wir sehen, daB die durch die Kiihlung der Milch be- 
dingte, bemerkenswerte Depression der Entfairbungszeit andauert, 
auch nachdem die Milch wieder Zimmertemperatur angenommen 
hat. Wir haben im Verlauf der , 
Versuchszeit in bezug auf die | 
FM-Reaktion dieselben Verhalt- s|;——.—— 
nisse, wie wenn bestandig gekihlt : 
worden wire. Ein Unterschied ’ 
tritt allerdings gegeniiber dem .| _ 
ersten Versuch hervor, namlich 
das Verschwinden der Differenz 3 
in der Gesamtzunahme der Ent- 
farbungszeit zwischen ,,gekiihlt“ 
und ,,ungekiihlt‘*. Dementsprechend verlaufen auch die Kurven 
annéhernd parallel. In der Tat ist es nicht iiberraschend, daB 
die beiden Milchproben, nachdem sie wieder auf gleiche Tem- 
peratur gebracht sind, auch fiir das Enzym dieselben Existenz- 
bedingungen bieten und da8 dessen charakteristische Linien fiir 
beide Proben dieselben sind. 




















Versuch 3. 


In diesem Falle wurde wie vorhin nur 1 Stunde gekiihlt. 
Diese Kiihlperiode wurde aber in die Mitte der Versuchsdauer 
gelegt, so, daB einer dauernd ungekiihlten (bei 20° gehaltenen) 
Probe eine Probe gegeniiberstand, die zuerst 3 Stunden bei 20°, 
dann 1 Stunde bei 12 bis 13° und nachher wieder 3 Stunden 
bei 20° gestanden hatte. Die letztere Temperatur wurde von 
nun an an Stelle der zeitweise unangenehm hochgehenden 
Zimmertemperatur gewahlt. Tabelle III orientiert iiber die 
Entfarbungszeiten. 

Wir begegnen auch hier wieder dem plétzlichen Abfall der 
Reduktionszeit nach vorgenommener Kiihlung. Wie im vorigen 
Versuch, bleibt die Depression bestehen, trotzdem die Milch 
wieder auf die urspriingliche Temperatur gebracht worden ist. 
Was diesen Versuch auszeichnet, ist die Tendenz des der Nach- 
kiihlperiode entsprechenden Kurvenstiickes flach zu verlaufen. 
Wir begniigen uns, auf diese Erscheinung, die zunachst fiir 
den Kernpunkt unserer Darlegungen ohne wesentliche Bedeutung 


ist, hinzuweisen, ohne auf eine Diskussion einzutreten. 
26* 
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Tabelle III. 
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Fig. 3. 


II. Serie. 
(Verwendung des Original-Schardinger- Reagens.) 

Nachdem wir, wie aus den im Vorigen mitgeteilten Ver- 
suchsresultaten hervorgeht, in glatter Weise eine Abhangigkeit 
des Verlaufs der FM-Reaktion von der Kiihlung der Milch 
dartun konnten, schien es geboten, an Stelle der bisher ver- 
wendeten, in bezug auf Methylenblau verdiinnten Schardinger- 
Lésung auch bei einigen Versuchen die Original-Schardinger- 
Lésung zu benutzen. Es war dabei vor allem eine langere 
Reduktionszeit zu erwarten und, wie die folgenden Versuche 
zeigen, sind im Zusammenhang mit diesem Umstand noch einige 
Wahrnehmungen gemacht worden, die uns bei Verwendung der 
friiheren Lésung entgehen mubBten. 


Versuch 4. 
Die Anordnung ist ahnlich wie bei Versuch 3. Die Kiihlung 
der einen Halfte fand statt, nachdem die Probe 3 Stunden bei 
20° aufbewahrt worden war. 
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Tabelle IV. 
Leg | 2 Tog | 3 Tog | 4 Tog | 5 Tag 
Zeitpunkt go SB elute BS 2] te (3 sl ge BS size [3 + 
der Prifung | §R 235) GR 255) ER 4ES/ ER 25S) ER SES 
2-3 = Pad 35 i 2a ag ePAMl sem 6pReMi s.. ge 
SE gS) $4 (g-8] $3 3-8) $3 9-8) S38 gm & 
——— ———_—__— oe Ce! ae eS = — Sa ———————————— 
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Fig. 4. 


Ein Blick auf die Zahlen der Entfairbungszeiten l48t uns 
erkennen, daB im Gegensatz zu allen vorigen Versuchen die 
unmittelbar nach beendigter Kiihlung ausgefiihrte Priifung nicht 
den Wert der iiberhaupt erreichbaren Depression ergibt, sondern 
einen um durchschnittlich */, Minuten héheren Wert. Der end- 
giiltig niedrigste Wert wird aber bei der niachsten Priifung 
erhalten, nachdem die Milch bereits wieder 1 Stunde bei 20° 
aufgestellt war. Dieses auffallende Verhalten kommt besonders 
deutlich zum Ausdruck, wenn man die Kurvenzeichnungen fiir 
Versuch 3 und 4 vergleicht. 

Eine Deutung der fraglichen Erscheinung diirfte sich aus 
folgender Uberlegung ergeben. 

DaB bei den Versuchen der I. Serie regelmaBig unmittel- 
bar nach beendigter Kiihlung der niedrigste Wert fiir die Ent- 
farbungszeit bei einer bestimmten Milch erhalten wurde, waihrend 
sich jetzt die Depression auf 2 Etappen erstreckt, hangt offen- 
bar mit der Konzentration der beiden Schardinger-Lésungen 
Wir haben es hier bei Verwendung der Original- 
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zusammen. 
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l6sung mit einer langeren Reduktionszeit zu tun und da liegt 
die Annahme auf der Hand, da®8 das verhiltnismaBig lange 
Verweilen der Milch bei der Priifungstemperatur von 45° den 
durch die vorherige Kiihlung bedingten Zustand wieder teil- 
weise aufheben kénnte. Nichts wire erklairlicher und man mu8 
sich nur wundern, da8 nicht schon bei den friiheren Ent- 
farbungszeiten von etwa 5 bis 8 Minuten etwas Ahnliches auf- 
getreten ist. Das eigentlich Interessante ist hierbei aber 
weniger in dieser Riickbildung eines durch die Kihlung her- 
vorgerufenen Zustandes, sondern in dem Umstande zu er- 
blicken, daB unmittelbar nach beendigter Kiihlung die Milch 
fiir eine Riickbildung des erreichten Zustandes empfianglicher 
ist als 1 Stunde spiater, obwohl die letzte Stunde bei 20° durch- 
laufen wurde, also bei einer Temperatur, die eher geeignet er- 
scheint, die Milch fiir die bei héherer Temperatur sich geltend 
machenden Einfliisse vorzubereiten. DaB die Milch schon nach 
lstiindiger Kiihlung in Wasser von 12 bis 13° einen Grenz- 
zustand in ihrem enzymologischen Verhalten erreicht, haben 
uns die Versuche der I. Serie gezeigt. Ohne Zweifel ist auch 
in der Probe des 4. Versuches dieser Grenzzustand unmittelbar 
nach beendigter Kiihlung erreicht und nicht erst 1 Stunde 
spater, wie man aus den Zahlen der Tabelle IV entnehmen 
kénnte. Unseres Erachtens verraten diese Zahlen, daB die 
durch die Kiihlung eingeleiteten Anderungen der Milch mit 
dem Eintreten jenes enzymologischen Grenzzustandes, also z. B. 
nach 1 Stunde, noch nicht abgeschlossen sind, sondern auch in 
der folgenden Stunde eine Fortsetzung finden, selbst wenn die 
Milch nicht langer bei der niedrigen Temperatur gehalten wird. 
Ein Abschlu8 dieser weiteren Veranderungen ist anscheinend 
am Ende der 2. Stunde, vielleicht auch schon friiher erreicht 
und dadurch nachweisbar, da8 jetzt bei der Prifungstemperatur 
von 45° nicht mehr ein zu hoher Reduktionswert, sondern ein 
Minimalwert erhalten wird, der der stattgefundenen Abkiihlung 
entspricht. Es wiirde also durch den Istiindigen Kihlungsakt 
eine Zustandsinderung des Milchfettes und eventuell gewisser, 
mit diesem in Beziehung stehender Milchbestandteile eingeleitet, 
die relativ langsam verlauft und einen Grenzwert erreiclit, nach- 
dem die Milch bereits wieder lingere Zeit bei einer mittleren 
Temperatur von 20° gestanden hat. 
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Versuch 5. 


Dieser Versuch wurde ausgefiihrt, um den Einflu8 ver- 
schieden langer und zu verschiedenen Zeiten eingeschalteter 
Kiihlperioden auf den Verlauf der FM-Reaktion zu ermitteln. 
Zu diesem Zwecke wurde die frische Milchprobe in, drei Teile 
a, b und c geteilt. a wurde sofort kiihl gestellt, nach 1 Std. 
b und nach einer weiteren Stunde c. Am Ende dieser letzten 
Stunde wurden samtliche Proben wieder auf 20° gebracht. Das 
wahrend der Versuchsdauer bei den einzelnen Proben be- 
obachtete Verhalten geht aus Tabelle V hervor. Der Versuch 
ist an 2 Tagen mit der Milch je einer Kuh A und B durch- 
gefiihrt worden. 





Tabelle V. 
oe — ~ aaiaah 
Zeitpunkt der Priifung - —- tence . 
a | b ~*~ a b eC 





Bei Beginn der Ver- 
suche 14’ 37” 
nach 1 Stunde 10 42” 





| 
14’ 37” | 14” 37” | 10'0” | 10'10" 10’ 10” 
14’ 27” | 1427" | 725”|10°0" | 10/15” 





‘ 2 ta 9 20” | 10 25” 14’ 25” 7’ 0” 7 35” 10’ 0” 
‘ 3 a 9’ 20” | 9’ 35” | | 1v 49” vid 5” 7 10” | 7’ 25" 
a Coen y 10”; 940”) 945”) 7/10"| 7°10’! 70” 
- 5 am 9’ 5” 9 25" | 9’ 20” 7’ 15” 7 10” 7 5” 
5 6 * 9’ 5” 9’ 10” 9’ 30” 7’ 5” vad 5” | 7’ 15” 
er. tere 910") 925) 940") 7°15") 7710", 7°15” 














Gesamtabnahme 5/27" | 5°12"! 4’'57”| 2°45”| 2°50"| 2/45” 

Die fettgedruckten Zahlen bedeuten die unmittelbar nach Istiin- 
diger Kiihlung erhaltenen Werte. 

Betrachten wir zunichst die beim Gemelk A erhaltenen 
Werte, so zeigt sich, da8 nach Ablauf der ersten Kiihlungs- 
stunde, gleichviel ob dieser eine kiirzere oder langere Nicht- 
kiihlperiode vorausgeht, iiberall der uns bekannte, betrachtliche 
Abfall in der Entfarbungszeit eintritt. Mit der betreffenden 
Stufe ist aber das Minimum, wie wir schon bei Versuch 4 ge- 
sehen haben, noch nicht erreicht, sondern dieses liegt noch 
ungefahr um 1 Minute tiefer und wird erst 2 Stunden nach 
Beginn der Kiihlperiode abgelesen, und zwar bedingt es 
keinen Unterschied, ob wahrend der zweiten Stunde 
weiter gekiihlt wurde oder ob die Milch wahrend 
dieser Zeit wieder die Temperatur hatte, die sie vor 
der Kiihlung besa8. Die drei Teilproben a, b und c sind 
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demnach an Zeitpunkten, die gleichweit vom Beginn der je- 
weiligen Kiihlperiode entfernt sind, in gleichem Zustande in 
bezug auf das Verhalten zum FM-Reagens, und da die 
Reduktionszeiten am Ende der zweiten Stunde, vom Beginn 
der Kiihlung gerechnet, konstant werden, so hat es auch keinen 
wesentlichen Einflu8 auf den Endzustand der Proben, ob diese 
1, 2 oder 3 Stunden gekiihlt worden sind. Jedenfalls ist die 
durchschnittliche Differenz in den Entfarbungszeiten wahrend 
der letzten Versuchsstunden unbedeutend und sehr nahe wenn 
nicht innerhalb der Fehlergrenze liegend. 

Besondere Beachtung verdienen die fiir das Gemelk B er- 
haltenen Zahlen, weil hier zufallig eine Milch mit verhaltnis- 
maBig kraftiger Reaktion, d. h. kurzer Entfairbungszeit dem 
Versuche diente. Diesem Umstand ist es jedenfalls zuzu- 
schreiben, daB die Depression schon nach Ablauf der ersten 
Kiihlungsstunde einen Wert erreicht, der nahezu das Minimum 
bedeutet, indem der zweite Abfall 1 Stunde spiter nur noch 
25 Sekunden betragt. Wie schon gelegentlich der Besprechung 
von Versuch 4 ausgefiihrt worden ist, handelt es sich hierbei 
sehr wahrscheinlich nicht darum, daB der enzymologische Grenz- 
zustand nach 1 Stunde beinahe erreicht war; nach unserer 
Auffassung war er wirklich vorhanden, nur ist der bei der FM- 
Priifung erhaltene Reduktionswert infolge der kurzen Wirkung 
der Temperatur von 45° bei B weniger nach oben verschoben 
worden als bei A. Die Richtigkeit dieser Anschauung iiber 
den Einflu8 des mehr oder weniger langen Verweilens der 
Milch bei 45° sollte durch den folgenden 


Versuch 6 


erhirtet werden. Eine frische Milchprobe wurde zuerst 2 Stunden 
bei 20° gehalten, dann wie iiblich 1 Stunde im flieBenden 
Wasser von 12 bis 13° gekiihlt und nach Ablauf dieser Stunde 
wieder auf 20° gebracht. Die stiindlich vorgenommene Priifung 
wurde 3fach ausgefiihrt; einmal wie gewdhnlich, indem das 
Reagens einer auf 45° vorgewirmten Teilprobe von 10 ccm 
zugefiigt wurde, ein zweites Mal in der Weise, daB wir das 
Reagens mit der Probe vereinigten, nachdem sie */,~Stunde 
bei 45° vorgewirmt worden war, und ein drittes Mal so, daB 
wir das Reagens erst zugaben, nachdem die Probe */, Stunde 
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bei 45° gestanden hatte. Tabelle VI enthalt die diesbeziig- 
lichen Resultate. 











Tabelle VI. 
‘ 7 Nicht 1/, Stunde | a . Stunde 
Zeitpunkt der Priifung vorgewarmt | “testis | BL Noews so 
Bei Beginn der Versuche 15’ 7” _ = 
nach 1 Stunde 15/25” | 180" | 180" 
a er 15/10” | 1445” | 18710” 
ee 110” | 1x40" | 1415” 
ws v5” = 86| 19730” | 1970" 
ss ee 1145" | 12°25" | 12°50” 
“Be Ll’ 45” 12°30” | 1250” 
 - . 11.50” | 12°40” | 12’ 55” 





Wir sehen zuniachst, da8 vor der Kiihlung das Verweilen 
der Milch bei 45° keinen schidigenden Einflu8 auf das Enzym 
hatte. Die erhaltenen Zahlen deuten eher auf eine gewisse 
Vermehrung als auf eine Verminderung hin, denn die Reduktions- 
zeiten sind bei den vorgewaérmten Proben etwas niedriger. 
Nach vorgenommener Kiihlung konstatieren wir bei der Reihe 
nicht vorgewarmt“ den Abfall der Reduktionszeit in den be- 
kannten zwei Stufen, ja der Grenzzustand der Unempfindlich- 
keit gegen eine Wiedererwirmung scheint sogar iiber die 
2. Stunde hinaus in die 3. Stunde, vom Beginn der Kiihlung 
gerechnet, verschoben zu sein. Auch bei den Reihen 
,/, Stunde vorgewarmt“ und ,,'/, Stunde vorgewarmt“ kénnen 
wir diesen Abfall in zwei Stufen und noch etwas dariiber hinaus 
sehr gut verfolgen; doch bleiben hier die Reduktionswerte 
durchwegs auf einer gewissen Hohe stehen, die bei den */, Stunde 
vorgewarmten Proben etwa 1 Minute Differenz gegeniiber den 
entsprechenden nicht vorgewarmten bedingt, wahrend die Werte 
fiir die */,stiindige Vorwirmung etwa in der Mitte liegen. Da- 
mit ist der Einflu8 der Priifungstemperatur von 45° erwiesen. 
Je langer eine vorher gekiihlte Milch bei der genannten 
Temperatur gehalten wird, um so héher muBS der bei der FM- 
Priifung sich ergebende Zeitwert ausfallen. Wiirden wir zu- 
fallig mit einer Milch gearbeitet haben, die so enzymarm war, 
da8 die Reduktionszeit an und fiir sich 30 bis 40 Minuten 
gedauert hatte, so wiirde auch die infolge der Kiihlung ein- 
getretene Depression nicht in ihrem wahren Werte zum Aus- 
druck gekommen sein. Ubrigens kénnte man auch bezweifeln, 
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ob denn die in der Reihe ,,Nicht vorgewairmt“ erhaltenen 
Reduktionszeiten das durch die Kiihlung erreichte Minimum 
darstellen oder ob auch diese Werte durch das notwendige 
Verweilen der Milch bei 45° wihrend den 11 bis 12 Minuten 
des Versuchs eine Verschiebung nach oben erfahren haben. 
Wir glauben, da8 diese Verschiebung innerhalb der Versuchs- 
fehlergrenze liegen wiirde und verweisen auf die seinerzeit von 
Burri und NuSbaumer (I. c.) gemachte Wahrnehmung, da8 
ein Erwarmen einer vorher gekiihlten Milch wahrend 1 bis 
2 Stunden auf 38° die infolge der Kihlung eingetretene De- 
pression der Oberflachenspannung nicht riickgingig zu machen 
vermochte. 

Dies und anderes, nicht zum mindesten der langsame und 
stetige, von einer maBigen Wiedererwairmung unabhiangige Ver- 
lauf der durch den KihlungsprozeB eingeleiteten Veranderungen 
des Milchfettes spricht dafiir, daB der dabei erreichte Endzu- 
stand mit einer gewissen Zahigkeit festgehalten wird und auch 
der Einwirkung einer iiber dem Schmelzpunkte des Fettes 
liegenden Temperatur lingere Zeit Widerstand leistet. 

Wir haben eine gleiche Versuchsanordnung bei einer 
weiteren Milchprobe befolgt und ganz dieselben Resultate er- 
halten, nur mit dem Unterschiede, daB die Tendenz der vor 
dem Kiihlen verschieden lange Zeit vorgewairmten Milch, gegen- 
iiber der nicht vorgewarmten Probe kiirzere Reduktionszeiten 
zu liefern, noch deutlicher hervortrat. Diese Erscheinung ist 
etwas auffallend und bedarf noch einer besonderen Unter- 
suchung. 


Versuch 7. 


Dieser Versuch sollte dariiber Aufschlu8 geben, ob eine 
Tiefkiihlung der Milch bis zum Gefrierpunkt eine weitergehende 
Anderung der FM-Reaktionsverhaltnisse hervorzubringen ver- 
mag als die bisher geiibte Kaltwasserkiihlung. Zu diesem 
Zwecke wurde bei einer frischen, auf 20° gebrachten Milch- 
probe zunichst die Reduktionszeit bei 45° festgestellt und diese 
Priifung nach einer und dann noch einer weiteren Stunde 
wiederholt; sodann wurde ein Teil der Probe dauernd bei 20° 
gelassen, ein zweiter Teil wie bisher 1 Stunde im flieBenden 
Wasser von 12 bis 13° gekiihlt und ein dritter Teil 1 Stunde 
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im kochsalzhaltigen Eiswasser von ca. — 4° gehalten und dann 
wieder wie die zweite Probe auf 20° gebracht. Tabelle VII 
zeigt die dabei erhaltenen Resultate. 


Tabelle VII. 











Pot . Stets bei Wasser- | Eis+Kochsalz- 
Zeitpunkt der Priifung 20 9 Kihlung | Kihlung 
Bei Beginn der Versuche 12°37” | — _ 
nach 1 Stunde 12720” =| — — 

— ae 12’ 17” — _ 

i Res 12’ 35” 1035” | 110" 

So Fo 12°40" | 936” =| 9 0” 

iS ae 12°50” | rw. 8’ 65” 

—_— " 13'10” | a. |} 8’ 50” 

ah peat: 13 15” 9 30” 9 0” 





Wir begegnen hier bei der Wasserkiihlung den bereits be- 
kannten Erscheinungen. Die Eiskiihlung hat nicht, wie man 
vielleicht zu erwarten geneigt ware, eine wesentlich verschiedene 
Wirkung auf den Verlauf der FM-Reaktion ausgeiibt, wenn 
auch gewisse Eigentiimlichkeiten auftraten, die sich bei einem 
zweiten hier nicht aufgefiihrten Versuch genau wiederholten. 
Diese bestehen darin, daB der erste Abfall der Reduktionszeit 
unmittelbar nach der Kiihlung nicht so bedeutend ist wie bei 
der Wasserkiihlung, wahrend der zweite Abfall dafiir um so 
gréBer ausfallt, so daB 1 Stunde nach beendigter Kihlung 
ein um ca. */, Minute tieferes Minimum resultiert als bei 
der Wasserkiihlung. Nach friiher Gesagtem waren die be- 
treffenden Zahlen so zu deuten, da8 durch die Eiskiihlung 
ein Zustand der Milch in bezug auf die FM-Reaktion ge- 
schaffen wird, der unmittelbar nach erfolgter Kiihlung gegen 
eine Wiedererwarmung empfindlicher ist, als der entsprechende 
durch Wasserkiihlung hervorgerufene Zustand, wahrend an- 
dererseits die Reduktionswerte, die man nach einer weiteren 
Stunde, also nach erfolgter Stabilisierung jenes Zustandes er- 
halt, dafiir sprechen, daB die Eiskiihlung eine um etwas weiter- 
gehende Zustandsénderung der Milchkiigelchen hervorzurufen 
vermag als die bloBe Wasserkiihlung. Ubrigens darf man an- 
nehmen, daB diese an sich nicht bedeutende Differenz noch 
kleiner geworden wire, wenn anstatt mit Wasser von 12 bis 
13° mit solechem von 10° hatte gekiihlt werden kénnen. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei einer frischen, bakterienarmen Kuhmilch ist unter 
den iiblichen Reaktionsbedingungen die Intensitét der FM- 
(Formalin-Methylenblau-)Reduktion nicht eine unveranderliche 
GréBe, sondern sie ist in wesentlichem Mae abhangig von der 
Temperatur, bei der die Milch vorher gehalten wurde. 

2. Kiihlung der Milch vermindert die Reduktionszeit, er- 
héht also anscheinend die Menge des Enzyms, wobei es keinen 
wesentlichen Unterschied bedingt, ob die Kiihlung eine maBige 
ist, wie sie z. B. durch Stehen der Milch in Wasser von 
ca. 10° erreicht wird, oder ob eine Tiefkiihlung bis zum Ge- 
frieren der Milch erfolgt. 

3. Der zufolge der Kiihlung erreichte Zustand der Milch 
in bezug auf den Verlauf der FM-Reaktion zeigt unmittelbar 
nach der Kiihlung eine gewisse Labilitaét in dem Sinne, als 
er sich unter dem EinfluB der bei der Priifung benutzten Re- 
aktionstemperatur von 45° wieder mehr oder weniger riickgingig 
machen abt. 

4. Eine Stabilisierung dieses Zustandes, d. h. ein relatives 
Unempfindlichwerden gegeniiber héheren Temperaturen, volizieht 
sich jedoch im weiteren Zeitverlauf, und es wird nach ungeféhr 
2 Stunden, vom Beginn der Kiihlung gerechnet, ein Grenzwert 
erreicht. Dabei ist es gleichgiiltig, ob die Kiihlung in der zweiten 
Stunde fortgedauert hat oder ob man die Milch nach Ablauf 
der Istiindigen Kiihlperiode wahrend der folgenden Stunde bei 
20° aufbewahrte. 

5. Diese Tatsachen werfen einiges Licht auf den Verlauf 
der Fetterstarrung, ein Vorgang, der unter den verschiedenen 
sich unter dem Einflu8 der Kiihlung abspielenden Veranderungen 
der Milch als der primire aufzufassen ist. Es wird die Ver- 
mutung nahegelegt, daB bei der Kiihlung der Milch die Um- 
wandlung des Milchkiigelchenfettes sich in zwei deutlich unter- 
scheidbaren Phasen vollzieht; die erste entspricht dem Ubergang 
vom fliissigen in den festen Zustand, die zweite betrifft Ande- 
rungen in der Struktur bzw. innere Umlagerungen des festen 
Fettes, wobei wahrscheinlich Krystallisationsvorgange die Haupt- 
rolle spielen. 4 











Uber das Verhalten von Invertzucker in alkalischer 
Lésung bei Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd. 


Von 
Adolf Jolles. 


(Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. und 
Prof. A. Jolles in Wien.) 


(Eingegangen am 18. September 1911.) 


Im Anschlusse an eine friihere Arbeit') méchte ich hier 
in Kiirze einige Versuche mitteilen, die die Anderung des 
optischen Drehungsvermégens von Invertzucker in alkalischer 
Lésung bei Anwesenheit von H,O, zum Gegenstande haben. 


In der zitierten Abhandlung zeigte ich*), da8 die Drehung 
von Invertzucker in %/,,,-alkalischer Lésung in kurzer Zeit 
deutlich zuriickgeht, und da die Einwirkung der Lauge auf 
Invertzucker, wie zu erwarten stand, sich als Summe der Wir- 
kungen der Hydroxylionen auf Dextrose und Lavulose im 
Sinne Lobry de Bruyns darstellt. Wie ich a. a. O.*) be- 
richtete, konnte ich bei der Oxydation von Invertzucker mittels 
Wasserstoffsuperoxyd in neutraler Lésung bei 37° nur Ameisen- 
siure mit Sicherheit unter den Oxydationsprodukten nach- 
weisen. 


1) Diese Zeitschr. 29, 152, 1910. 
2) lo, S. 159 u. 165. 
3) l.c., S. 189 u. 190. 











390 A. Jolles: 


Die vorliegenden Experimente sind eine Ergainzung der 
friiheren, denn es wurde der Abfall der Polarisation in alka- 
lischer Lésung bei Gegenwart von H,O, durch ein gréBeres 
Intervall messend verfolgt. 

Ich arbeitete dieses Mal nicht in */,,,, sondern in */,, n, 
*/,9 mn und */, n-alkalischer Lésung, da die unter dem oxydie- 
renden Einflusse des Wasserstoffsuperoxyds entstehenden Sauren 
zu schnell das vorhandene Alkali neutralisieren, so daB es sonst 
kaum gelinge, die alkalische Reaktion der Lésung stets auf- 
rechtzuerhalten; ferner wurde zwecks Abkiirzung der Versuchs- 
dauer ziemlich viel H,O, zugesetzt. Unter diesen Bedingungen 
gelang es, den Eintritt des Nullpunktes festzustellen, was 
unter anderen Konzentrationsverhiltnissen mit Schwierigkeiten 
verbunden ist. 

Der Invertzucker steht also vor allem unter der Oxy- 
dationswirkung des Wasserstoffsuperoxyds in alkalischer Lésung. 
Diese iiberwiegt weitaus den EinfluB der Hydroxylionen im 
Sinne Lobry de Bruyns. Ich habe bereits friiher gezeigt, 
daB bei Zusatz von H,O, der Drehungsabfall deutlich hinter 
der Saureproduktion zuriicktritt. 

Betrachten wir nun das Verhalten des Invertzuckers, so 
sehen wir, da8 die Linksdrehung abnimmt und iiber 0° in 
Rechts iibergeht. Die Polarisation fallt dann, nachdem sie 
ein Maximum erreicht hat. 

Es 1a8t sich diese Erscheinung durch Zuriickfiihrung auf 
die Eigenschaften der Komponenten leicht erkliren. Laivulose 
ist némlich, wie ich in der oben angefiihrten Abhandlung ge- 
zeigt habe, leichter oxydabel als die Dextrose und wird also 
schneller aufgezebrt. 

Um die Resultate den hier gewahlten Bedingungen an- 
zupassen, habe ich Parallelversuche mit Glucose und Fructose 
angestellt. Der schnellere Drehungsabfall der Lavulose, hervor- 
gerufen durch eine gréBere Siureproduktion, im Verhaltnis zur 
Dextrose ist unverkennbar. 

Beriicksichtigt man gleichzeitig die Zunahme der Links- 
drehung des Invertzuckers in saurer Lésung, so ware man 
versucht anzunehmen, da8 in saurer Lésung die Dextrose 
schneller abgebaut wird als die Lavulose, doch hat diese Ver- 
mutung dem Experiment nicht standgehalten. 
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Experimenteller Teil. 


Versuch 1. 
Invertzucker!) in ca. 7°/,iger "/,9-alkalischer Lésung. 
500 ccm einer Invertzuckerlésung wurden in einem Literkolben mit 
500 ccm 12vol.-°/,igem H,O, versetzt, dem so viel Natronlauge zugefiigt 
worden war, daf die resultierende, ungefahr 7°/, ige Lésung */,,-alkalisch 
war. (Es wurden 25 com 4 n-NaOH zugesetzt.) Die Polarisation betrug 
— 7,7° V. 
Nunmehr wurde die Lésung im Thermostaten bei 37°C stehen 
gelassen und nach je 2 Stunden polarisiert. 























Datum Zeit | Polarisation Anmerkung 

6. VI. 9» vorm. a —17,7° V 
” | — 6,89 V 
‘s 1® nachm. —6,3° V 
Ma =. —6,9° V Die Lésung war zu dieser Zeit be- 
is 5b se —4,5°V pgp ae Ryo by pg um 
‘ ht | -°t- ix SCE ttt 
” 9 ” — 4,0° > 


Am 7. VI. wurden um 8* vorm. neuerdings 75 ccm H,O, und 
25 com 4 n-NaOH zugesetzt. 








Datum | Zeit Polarisation 
—-2vE OL 6 @ orm «6|lCl—1sev 
, 10° 30’ vorm —1,2°V 
1°37 ,, —0,9° V 
‘ 1® nachm. — 0,59 V 
> 3 ” — 0,5° V 
; 8* abends —~0,5° V 
Versuch 2. 


Invertzucker in ca. 1°/,iger °/,) n-alkalischer Lésung. 
Es wurden 200 ccm einer wisserigen Invertzuckerlésung mit 140 ccm 
12vol.-°/,igem H,O, und 60 com 4 n-NaOH verwendet. 














Zeit Polarisation 
9°27’ vorm. —1,0° V 
47 —0,8° V 
10 - —0,5°9 V 
10°10 _s—r —0,3° V 
10°30 ,, +0,2° V 
10° 52’ ,, +0,4° V 
11°22’ ,, +0,6° V 
148’ _ —sé*=», +0,5° V 
1247 ,, +0,5° V 
12°45’ ,, +0,4° V 

2°30’ nachm. +0,2° V 





1) Der verwendete Invertzucker wurde durch Inversion von Rohr- 
zucker mit Salzséure dargestéllt. 








392 A. Jolles: 


Da es in "/,9-alkalischer Lésung nicht gelang, den Eintritt der 
Inaktivitét zu beobachten, so wurden die folgenden Versuche in ‘/, n- 
alkalischer Lésung angestellt, und ich setzte noch mehr H,O, zu, um 
schneller zum Ziele zu gelangen. 


Versuch 3. 
Invertzucker in ca. 1!/,°/,iger */, n-alkalischer Lésung. 


250 com einer wisserigen Invertzuckerlésung wurden mit 110 ccm 
12 vol.-°/,igem H,O, und 100 com 4n-NaOH versetzt. 

















Zeit der Unter- — 
suchung Polarisation 

9° 37’ vorm. —1,8° V 
10° a —0,7° V 
10°10 s—r"» — 0,59 V 
10°30_—sé=*»» +0,3° V 
10°40’_s—="»» +0,4°9 V 
11® 5’ ie +0,6°9 V 
11°30” lé—=»=» +0,6° V 
a +0,1° V 

1* =nachm. 4+-0° V 

F3F .» +0°V 

Versuch 4. 


Ungefahr 2°/,ige */, n-alkalische Invertzuckerlésung. 


500 com einer wasserigen Invertzuckerlésung wurden mit 300 com 
12vol.-°/,igem H,O, und 200 com 4 n-NaOH versetzt. 











: Alkalinitat: 
yor amas Polarisation pro 100ccem Lésung ver- 
8 braucht ccm "/;9-H,SO, 
9 15’ vorm. —2,5° V 631 
35’ ,, —1,1°V 558 
O50 ,, —0,3° V 489 
wr -. +0°V 431 
1°20 ,, +0,2° V 428 
10°47 ,, +0,3° V 426 
11° - +0,5°9 V — 
irPive » +0,3° V oe 
12° ” > 0° V 423 








Die Saéurebildung ist in der ersten Zeit sehr lebhaft, nimmt aber 
dann wesentlich ab. 


Versuch 5. 
Parallelversuche mit Dextrose und Liavulose in 2°/,iger */, n-alkalischer 
Lésung. 
500 com einer 4°/, igen Lésung von Dextrose bzw. Lavulose wurden 
mit 300 com ca. 12vol.-°/,igem H,O, und 200 cem 4n-NaOH versetzt, 
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Dextrose j Lavulose 


Summe der 




















Zeit Polarisation Zeit | Polarisation Polarisation 
0 +5°V 0 —7,2°V —2,2°V 
30’ +4,2°V *) 30 —3,0° V +1,2°V 
45/ +3,9° V 4/9 | -2,1°V +1,8° V 
60’ +3.5° V 67” | —18°V +1,7°V 
75’ +2,7°V 1 | a ph 
90’ = 90’ —0,8°9 V ne 
105’ +1,8° V 105’ —0,5° V +1,39 V 
120 +14°V 120 —0,2° V +1,2°V 
*) 135’ _ 135 +0°V _ 
150’ +0,4°V 150’ i +0,4° V 
165’ —_ 165’ oie od. 
180 +0°V 180’ — +0°V 








*) Eintritt einer deutlichen Gelbfairbung. 


Versuch 6. 
Invertzucker in ungefaihr 7°/,iger saurer Liésung. 
500 ccm wasserige Invertzuckerlésung -+- 500 ccm ca, 12 vol.-°/,iger 
H,0,. Die urspriinglich neutrale Lésung wird durch die Oxydation des 
Invertzuckers sauer. 




















Datum a on Polarisation Anmerkung 
10. VI. 9° vorm, —7,99° V 
a - —8,3° V 
i 1® nachm. —8,79° V 
” 3 ” _— 8,6° Vv 
: —O—— —8,0° V 
oo Yb 9 —7,8° V 
ll. VI 8® vorm —8,3° V 
= ¥ — 6,29 V Es wurden neuerdings 100 com 
rs 11" 30’ vorm. —6,0° V | Hs0x sugesetat. 
- 1° nachm. —§,7° V 
” 3° ” <¢ 5,6° Vv 
12. VI 8® vorm. —6,7° V 
- 3” nachm. —6,4° V 
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Zur Frage der individuellen Verschiedenheiten der roten 
Blutkérperchen bei der Hamolyse. 


Von 
Stephan Ruszny4k. 


(Aus dem II. pathol.-anatom. Institut Budapest.) 
(Eiagegangen am 18. September 1911.) 


L. Dienes versucht in einer jiingst erschienen Arbeit’) 
die Frage zu beantworten, ob der allmahliche, bestimmten Ge- 
setzmaBigkeiten folgende Verlauf der Hamolyse durch indi- 
viduelle Verschiedenheiten in der Resistenz der einzelnen Blut- 
kérperchen, oder durch eine gleichmafSige Herauslésung des 
Hamoglobins bestimmt wird. Er meint die Frage in ersterem 
Sinne entscheiden zu kénnen. Die seiner Methode anhaften- 
den Versuchsfehler, sowie prinzipielle Irrtiimer bei der Be- 
rechnung der Versuchsresultate machen es uns leider unmédglich, 
seine Beweisfiihrung zu akzeptieren. 

Dienes findet, daB der Quotient, ungeléstes Hamoglobin: 
Trockensubstanz, nach partieller Hamolyse ungefahr unver- 
andert bleibt, und schlieBt daraus, daB sich im Zentrifugat 
nur intakte Blutkérperchen befinden, daB also nicht séimtliche 
Erythrocyten auf einmal, sondern je nach Resistenz zu _ ver- 
schiedenen Zeiten der Lyse anheimfallen. Die Berechnungen 
basieren auf der Annahme, da8 die Trockensubstanz der roten 
Blutkérperchen 50°/, Hiaimoglobin enthielte. Diese Annahme 
ist jedoch falsch. Nach Abderhalden*) enthalten namlich 
1000 Gewichtsteile Rinderblut 325,5 Teile Blutkérperchen, die 
wieder 192,65 Teile Wasser und 132,85 Teile feste Stoffe 


1) L. Dienes, diese Zeitschr. 33. 
®) Zitiert nach Tigerstedt, Lehrb. d, Physiol. Leipzig 1905. 
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enthalten. Von den 132,85 Teilen Trockensubstanz ent- 
fallen auf Himoglobin 103,10, also mehr als 77°/,. Auf 
dieser Grundlage sind nun samtliche Versuchsresultate umzu- 
rechnen; in folgendem gebe ich die Tabelle von Dienes mit 
auf diese Art verbesserten Werten wieder, — die Einteilung und 
die Bezeichnung der einzelnen Kolumnen wurde beibehalten. 
Dienes berechnet die Werte der letzten Kolumne durch die 
Formel z:(z-- 100), da er annimmt, daB nur die Hilfte der 
Trockensubstanz aus Haimoglobin besteht; wir berechnen die 
Quotienten durch die Formel z:(z-+ 29,8), denn bei unver- 
sehrten Blutkérperchen (wobei ,,2‘‘== 100) muB8 der Quotient 
den Wert 0,77 (100:100 +- 29,8), statt 0,5, haben. 





“NaCl. |Riickstand zen-| Hamoglobin im _Himoglobin: 
Gehalt |trifugiert und ge- Riickstand Gesamtriickstand 
Nr. des waschen, ge =| um ge- | be- 
- NaCl abgezogen | funden | gerechnet] funden | rechnet 
Lésungen e ° 
Pr cars a ae oe a 
1] 09 0,175 100 | 0,1348 | 0,77 | 0,77 
21 0,675 0,159 88 01186 | 0,745 | 0,747 
0.0941 Mittel | 
3] 09 0.09433 0,0942} 100 0,0725 0,77 0,77 
0,0875 
4] 0,675 0.08725 020873 86,5 | 0,0627 | 0,718 | 0,742 
0,0785) ' 
5] 0,6 0.07933 00789 83 0,0602 | 0,762 0,735 
0,3047 
6] 0,9 03044 0,3045} 100 0,2345 | 0,77 0,77 
0,2874 
7 | 0,675 0 "2885} 0,2879 87 0,2040 0,708 0,744 
0,2221 
8} 0,6 072219 0,2216 70 0,740 0,740 0,701 




















Wahrend die friiheren falschen Werte den Anschein er- 
wecken konnten, als ob der Quotient einen relativ konstanten 
Wert hatte, finden wir hier gerade das Gegenteil. Die Werte 
der letzten Kolumne sind fiir den Fall berechnet, daB das 
Hamoglobin allmahlich aus den Zellen gelést wird, wobei 
eben deshalb der Quotient langsam abnimmt. Die Trocken- 
substanz des Blutkérperchens besteht, wie gesagt hauptsich- 
lich (77°/,) aus Hamoglobin. Bei der Lyse verlaSt aber nicht 
nur das Hamoglobin die Zelle, sondern es treten auch andere 


Eiwei8kérper, Lipoide und ganz gewiB auch Elektrolyte aus 
27° 
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dem Blutkérperchen. Es bleiben nur relativ ganz geringe Reste 
zurick, die genau zu messen bei den beniitzten kleinen 
Quantitéten unméglich ist; daher wird das Versuchsergebnis 
hauptsachlich durch den Austritt des Haimoglobins beeinfluBt*). 
Es ist auch zu bemerken, daB sich Stromata in physio- 
logischen Lésungen sehr schlecht zentrifugieren lassen. 

Das einzige, was aus den Werten der gefundenen Quotienten 
herausgelesen werden kann, ist deren bestimmte, wenn auch 
langsame Abnahme wahrend der Himolyse, somit gerade das 
Gegenteil von Dienes’ Resultat. DaB diese Werte nicht voll- 
kommen mit den berechneten iibereinstimmen, erklart sich 
leicht aus den friiher erwahnten Versuchsfehlern. Es liegt 
also kein Grund vor, bei denroten Blutkérperchen in- 
dividuelle Verschiedenheiten dieser Art anzunehmen. 

Diese Ansicht wird auch durch die mikroskopische Unter- 
suchung gestiitzt, indem weder bei der Beobachtung der Immun- 
himolyse, noch bei Beobachtung der Lyse durch hypotonische 
Lésungen von einer Verschiedenheit der einzelnen Blutkérperchen 
etwas zu merken ist. 

Da die Konstanz des erwaihnten Quotienten nicht besteht, 
kann auch die Annahme des ,,Mechanismus 2“ (Heraustreten 
von Hiamoglobin und von gleichen Gewichtsmengen anderer 
Stromabestandteile) zur Erklarung des zeitlichen Verlaufs der 
Hamolyse entbehrt werden. Der Vorgang wird am_ besten 
durch unsere Adsorptionstheorie des Himoglobins verstandlich?). 
Durch die allmihlich erfolgende Zustandsinderung des Stromas 
durch den lytischen Faktor verliert dasselbe langsam seine 
Adsorptionsfihigkeit fir Hamoglobin und gibt auf diese Art 
immer mehr und mehr Farbstoff ab. 


Resultat: 


Die Versuchsergebnisse sprechen gegen eine Ver- 
schiedenheit der einzelnen roten Blutkérperchen und 
fiir eine allmiahliche, gleichmaBige Hiamoglobinabgabe 
bei der Hamolyse. 


1) Selbst bei der Berechnung, wo doch diese Fehlerquellen nicht 
existieren, nimmt der Quotient, wegen der geringen Menge der zuriick- 
bleibenden Stromata, nur aéuBerst langsam ab (s. Tabelle). 

2) Ruszny&k, Zeitschr. f. Immunititef. 8. 


























Werden Stirkekérner durch die Nieren ausgeschieden? 


Von 
J. Voigt. 


(Aus der Privatfrauenklinik von Dr. J. Voigt und dem Pharmakologischen 
Institut der Universitat zu Gottingen.) 


(Eingegangen am 22. September 1911.) 


Die Mitteilung von Rahel Hirsch’), daB es ihr gelungen 
sei, in einer Reihe von Versuchen Starkekérner im Blute und 
sogar im Urin nachzuweisen, nachdem sie der Versuchsperson 
resp. dem Versuchstier eine gré8ere Menge ungequollene Starke 
per os einverleibt hatte, ist wenig beachtet worden. Bei einer 
Beobachtung, die mit unseren bisherigen Anschauungen so in 
Widerspruch steht, mu8 das eigentlich verwunderlich erscheinen. 
Eine Erklarung hierfiir gibt mir vielleicht die Tatsache, da8 in der 
Veréffentlichung iiber die MaBnahmen zur Vermeidung von Fehlern 
keine genauen Angaben gemacht werden, so da8 man sich be- 
rechtigt fiihlt, derartige Fehler bei ihren Versuchen anzu- 
nehmen. In letzter Zeit ist nun eine Arbeit von Fritz Verzar?) 
in Budapest erschienen. Der Verfasser betont, daB er den 
Angaben von Rahel Hirsch sehr skeptisch gegeniiberge- 
standen habe, daB er gewissermaBen dieselben habe widerlegen 
wollen. Er hat jedoch ebenfalls Starkekérner im Urin ge- 
funden. In dieser Publikation finden sich genauere Angaben, 
wie er versucht hat, die Fehlerquellen auszuschlieBen: Bei den 
Versuchstieren wurde der Urin mittels Katheters entnommen; 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Therapie 3, 390, 1906. 
2) Diese Zeitschr, 34, 86, 1911. 
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die zur Untersuchung verwendeten Glaser, Objekttrager und 
Deckglischen wurden mit Schwefelséiure gekocht, mit Alkohol 
und Ather gereinigt und dann vor dem Gebrauch durch die 
Flamme gezogen. 

Bei Untersuchungen, die ich vor Jahren iiber sterile Dauer- 
hefe machte, fand sich wahrend dieser Zeit in fast jedem 
Scheidensekret und Urinsediment eine Anzahl Hefezellen; ein 
Zeichen, wie sehr bei derartigen Arbeiten ein so leichtes 
Material verstiubt und verbreitet wird. Auf Grund dieser Er- 
fahrung glaubte ich, daB die von Verzdr angewendeten Vor- 
sichtsmaBregeln vielleicht doch noch nicht geniigend gewesen 
seien, und beschloB, an einem hierzu besonders geeigneten 
klinischen Fall, der sich mir in meiner Praxis bot, diese Frage 
zu untersuchen. 

Einige Proben kénnen leicht davon iiberzeugen, daB es 
schon ganz besonderer Aufmerksamkeit bedarf, um der 
Méglichkeit aus dem Wege zu gehen, Starkekérnchen zu iiber- 
tragen. Die Stirkewiische — Oberhemden, Kragen und Man- 
schetten — wird mit kalt angeriihrter Starke behandelt, und 
auch an der sogenannten ungestirkten Wische kann man hie 
und da Starkekérner nachweisen, die offenbar mit dem Biigel- 
eisen dahin gelangt sind. Auch das tagliche Brot kann durch 
das oft anhaftende Mehl zu Irrtiimern Veranlassung geben. 
An alle diese Méglichkeiten muBte demnach bei der Versuchs- 
anordnung gedacht werden. 

Als Versuchsperson schien mir eine Patientin besonders 
geeignet, die, im iibrigen vollstandig gesund, nur mit fliissiger 
und breiiger Kost ernahrt wurde. Zur Ruhigstellung der 
Blase nach einem operativen Eingriff war derselben ein Ver- 
weilkatheter eingelegt worden. Ein Gummischlauch leitete 
den Urin von diesem direkt in eine Bettflasche. Um einem 
Verstaéuben der Starke nach Méglichkeit vorzubeugen, wurden 
in der Kiiche 150 g Reisstirke in eine lauwarme, im Erstarren 
begriffene Gelatinelésung gemischt; die Masse wurde dann in eine 
zweite reine Schiissel gefiillt, worin sie erstarrte. Eine Schwester, 
die mit der Zubereitung nichts zu tun gehabt hatte, gab dann 
in der Klinik der Patientin das Starke-Gelatine-Gemisch zu 
essen. Zuvor waren sechs Arzneiflaschen zu 250 ccm in der 
von Verzar beschriebenen Weise gereinigt worden. Mit einer 
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reinen Pipette wurde nun eine Schicht steriles Ol in jede 
Flasche gebracht und diese dann jede mit einem Stiick aus- 
gekochtem Billrotbattist verschlossen (zugebunden). Unmittel- 
bar vor der Verwendung wurde ein Loch in den Stoff ge- 
stochen, das gerade geniigte, den am Katheter befindlichen 
Gummischlauch durchzulassen. 

Diese Flaschen wurden nun nach der Reihe vorgelegt und 
der Urin fiir je 2 Stunden gesondert und unter O61 auf- 
gefangen. 

Zum Schlu8 wurde die mit Salzsiure und Alkohol ge- 
reinigte Bettflasche, ebenfalls mit 61 versehen und mit Billrot- 
battist verschlossen, fiir die Nacht vorgelegt. Es stand so der 
Urin von 20 Stunden nach der Aufnahme der Starke fiir die 
Untersuchung zur Verfiigung. Nachdem ich den Urin hatte 
absetzen lassen, wurden bei der weiteren Verarbeitung folgende 
VorsichtsmaBregeln beobachtet. Da ich nicht sicher war, ob 
Watte nicht vielleicht doch Starke enthalten kiénne, wurden die Be- 
halter, in denen Deckglaser usw. sich befanden, mit Becherglisern 
zugedeckt, die in der gleichen Weise vorbereitet waren. Zur Ent- 
nahme der zum Teil schon mit Sediment durchsetzten Bodenschicht 
bediente man sich frisch angefertigter Pipetten, die nach jedem 
Gebrauch gegliiht und ev. neu ausgezogen wurden. In die 
Glaschen der Zentrifuge brachte ich zunichst etwas Ol, das 
ich mit einer geringen Menge destillierten Wassers unterscbichtete. 
In den Flaschen wurde die oberste Schicht Ol abgesogen und 
nun mit einer anderen Pipette etwas von der Bodenschicht 
entnommen und durch das Ol hindurch auf den Boden der 
Glaschen in das destillierte Wasser iibertragen. Dabei wurde 
das Tragen von Starkewiische vermieden, wie auch diese Mani- 
pulationen in einem Raume des pharmakologischen Instituts 
vorgenommen wurden, in dem jedenfalls seit langer Zeit Starke 
niemals verarbeitet worden war. Auf den praparierten Objekt- 
trigern wurden dann eine Reihe von Proben von allen Sedi- 
menten in Jodwasser, verdiinnter und unverdiinnter Lu golscher 
Lésung untersucht. Es gelang aber trotz sorgfailtigen und syste- 
matischen Durchmusterns nicht, Starkekérner im Sediment zu 
finden. 

Gerade die Reisstirke hat, wie an anderem Orte dar- 
gestelite Kontrollpraparate zeigten, eine so charakteristische 
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Form, da8 schon diese allein hitte ausreichen miissen, die 
Stairkekérnchen finden zu lassen; unter Verwendung der Jod- 
lésungen war es erst recht ausgeschlossen, sie zu iibersehen. 
Um aber ganz sicher zu gehen, habe ich alle auf Starke irgend 
verdachtigen Gebilde einem anderen Untersucher zur Priifung 
und Vergleichung mit Kontrollpriparaten, die aus Urin- 
sediment und Reisstérke hergestellt worden waren, vorgelegt. 

Da es nun bei der beschriebenen Versuchsanord- 
nung nicht gelungen ist, Starkekérner im Urin nach- 
zuweisen, so darf einstweilen die Annahme noch 
Geltung beanspruchen, da8 die bisherigen Befunde 
durch Verunreinigungen bedingt waren. 




















Ober ein Zwischenprodukt der alkoholischen Garung’). 


Von 


H. Euler und A. Fodor. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Hingegangen am 23. September 1911.) 


Unter den von verschiedenen Autoren geéuBerten Ansichten 
und Schliissen iiber die bei der alkoholischen Garung auftreten- 
den Zwischenprodukte seien die folgenden drei hervorgehoben: 

1. Die Hexose, die der Garungsspaltung unterliegt, bildet 
als Zwischenprodukt entweder einen der Milchséure nahe- 
stehenden, noch unbekannten Stoff, oder Methylglyoxal, Gly- 
eerinaldehyd oder Dioxyaceton (Buchner und Meisenheimer, 
Wohl, Léb, Boysen-JenBen). 

2. Die zu vergirende Hexose reagiert mit freiem Phosphat 
nach folgender Gleichung (Harden und Young): 

2C,H,,0, + 2P0,HR, = 2C0, + 2C,H,O + 2H,O 
+ C,H,,0,(PO,R,),. 

Der Phosphorsaureester unterliegt dann wieder der Hydro- 

lyse nach der Gleichung 
C,H,,0,(PO,R,), -+- 2H,O = C,H,,0, + 2P0,HR,, 
wodurch neue Mengen Zucker zur Vergérung kommen. 

In diesem Sinne kann also der Phosphorséureester als 
Zwischenprodukt betrachtet werden. 

3. Eine bei der Zuckerspaltung entstehende Triose wird 
durch Phosphorsiure verestert und wird als Ester weiter 
gespalten (L. Iwanoff). 

Hinsichtlich der experimentellen Angaben muB8 hierzu 
folgendes bemerkt werden: 


1) Der K. schwed. Akad. d. Wissensch. eingereicht am 12. April 1911. 
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Auf Grund der neueren Untersuchungen von Slator sowie 
von Buchner und Meisenheimer hat man nunmehr die 
friiher beinahe allgemein angenommene Hypothese, Milchsaure 
sei das Zwischenprodukt der alkoholischen Giarung, verlassen. 
Halt man daran fest, daB das Hexosemolekiil in der Mitte 
gespalten wird, so wird man Methylglyoxal, Glycerinaldehyd 
oder Dioxyaceton oder nahestehende Kérper als Zwischenprodukt 
annehmen, deren intermediire Bildung auch bereits vielfach 
chemisch formuliert worden ist. 

Einen experimentellen Beweis fiir die Bildung von Dioxy- 
aceton bei der Gaérung behauptet neuerdings Boysen-JenBen’) 
erbracht zu haben. Nach ihm 14Bt sich namlich die Triose, 
die sich bei der Garung bildet, durch Methylphenylhydrazin 
ausfaillen. Die Untersuchung von Boysen-Jen8en ist wichtig 
genug, um einer eingehenden Priifung unterzogen zu werden; 
indessen ist eine solche keineswegs einfach, da Dioxyaceton 
sicher nicht das einzige Zwischenprodukt ist. Obwohl wir unsere 
Untersuchung iiber das Auftreten dieses Kérpers noch nicht zum 
AbschluB gebracht haben, seien doch jetzt schon einige Be- 
obachtungen erwahnt, die vielleicht Herrn Boysen-JenBen zu 
einer Wiederholung und Erginzung seiner Versuche veranlassen. 

In der zitierten Arbeit wird angegeben, da auch reine 
Kahlbaumsche Glucose Dioxyaceton enthalt, das sich durch 
seine Reaktion mit Methylphenylhydrazin erkennen la8t. Es 
soll die nicht giarungsfihige Form des Dioxyacetons sein, die 
im genannten Priparat anwesend ist. In dem Prdaparat ,,Glu- 
cose Kahlbaum*“, das uns zur Verfiigung gestanden hat, haben 
wir indessen durch Methylphenylhydrazin kein Triososazon fallen 
kénnen, obwohl wir peinlich die von Boysen-JenBen an- 
gegebenen Versuchsbedingungen einhielten; es besteht also die 
Méglichkeit, daB das von ihm angewandte Praparat eine be- 
sondere Verunreinigung enthielt, die vielleicht auch die Ergebnisse 
der Giarungsversuche beeinfluBt hat. Boysen-JenBen gibt 
an, daB bei der Garung beide Modifikationen des Dioxyacetons 
auftreten, die girungsfihige und die nicht girungsfahige, und 
daB die erstere durch Behandlung mit Knochenkohle entfernt 
werden kann. Wenn nun Dioxyaceton zerstért wird, 30 muB 

1) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 1908, und Dissertation, Kopen- 
hagen 1910. 
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jedenfalls das Reduktionsvermégen der Lésung abnehmen. Wir 
haben deswegen 5°/,ige Glucoselésung 18 bis 19 Stunden durch 
lebende Hefe vergiren lassen und in der Lésung dann sowohl 
die Reduktionsfahigkeit direkt bestimmt, als nach der Be- 
handlung mit Kohle. Es verbrauchten 5 ccm der Lésung: 
vor der Behandlung mit Kohle. . . 2,12 ccm, 
nach ,, 0s ict govt hem 

Anderen Giarungszeiten entsprachen ahnliche Resultate. 

Es wird also das girungsfahige Dioxyaceton jedenfalls 
nicht durch jedes Priaparat von Tierkohle entfernt. Was 
schlieBlich die Garungsversuche und die Versuche, das Osazon 
zu isolieren, betrifft, so diirfte Boysen-JenBen mit uns darin 
iibereinstimmen, daB ein noch exakterer Nachweis der freien 
Triose sehr erwiinscht ware. Uns ist die einwandfreie Isolierung 
des Triososazons nicht gelungen. 

Die im folgenden mitzuteilenden Versuche wurden angestellt, 
um zwischen den obenerwahnten Schliissen von Harden und 
Young?) einerseits und von Iwanoff*) andererseits cine Ent- 
scheidung treffen zu kénnen und gleichzeitig die Angaben von 
A. v. Lebedew*) zu priifen. 

Nachdem unsere Versuche schon dem Druck iibergeben 
waren, erschien eine neue Untersuchung von Young‘), durch 
die mehrere friiher zweifelhafte Punkte klargestellt worden 
sind. Die meisten unserer Ergebnisse bestatigen diejenigen von 
Harden und Young, und auch unsere Schliisse stehen in 
wesentlichen Teilen mit denen der englischen Forscher in Uber- 
einstimmung. 


Kaliamsalz des Phosphorsiureesters. 


W.J. Young’) hat das Blei-, Silber-, Barium- und Calcium- 
salz des Hexosephosphorsdureesters dargestellt und analysiert*). 


1) Proc. Roy. Soc. 80, 299, 1908; $1, 336, 1909; 82, 321, 1910. — 
A. Harden, Alcoholic Fermentation, London 1911; diese Zeitschr. 32, 
173, 1911. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 50, 281, 1907; Centralbl. f. Bakt. 
II. Abt. 24, 1, 1909. 

3) Diese Zeitschr. 20, 114, 1900; 28, 213, 1910. 

4) W. J. Young, diese Zeitschr. 32, 177, 1911. 

5) Proc. Roy. Soc. 81, 528, 1909. 

6) Hiermit sei die unvollstaéndige Angabe (S. 5) in Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 4, Nr. 16 erginzt. 
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Die Darstellung geschah aus Hexosen und Dialkaliphosphat 
unter Vermittlung von HefepreBsaft. 

In bezug auf die Alkalisalze gibt Young an, daB sich 
ihre Lésungen langsam zersetzen unter Bildung von freiem 
Phosphat, wobei die Lésung linksdrehend wird. 

Unser Kaliumsalz haben wir in folgender Weise dargestellt, 
indem wir die Esterbildung nach den Angaben v. Lebedews 
einleiteten : 

140 g Rohzucker wurden mit 52g Dinatriumphosphat und 27 g 
Mononatriumphosphat in 660 com Wasser aufgelést und mit 110 g 
Trockenhefe bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach 4 bis 5 Stunden 
wurde abfiltriert; das Filtrat zeigte wihrend dieser Operation noch Phos- 
phorsiurereaktion, die nach dem Stehen iiber Nacht verschwand. Die 
durch kurzes Aufkochen von EiweiSkérpern befreite Fliissigkeit zeigte 
nach der Filtration wieder deutliche Phosphorsaurereaktion; dieses Filtrat 
wurde nun mit Magnesiamixtur gefallt, vom schneeweifen krystallinischen 
Ammoniummagnesiumphosphat abgetrennt und das nach der genauen 
Neutralisation mit Essigsiure 800 ccm betragende Filtrat mit dem gleichen 
Volumen Aceton versetzt. Der sich abscheidende gelblichweiBe Sirup 
wurde absitzen gelassen, die acetonhaltige Fliissigkeit wurde abdekantiert 
und der Sirup in ca. 40 bis 50 com Wasser gelést. Diese Lésung wurde 
mit kalt gesittigter Kupferacetatlésung gefallt. Die hellblaue Masse des 
Kupfersalzes wurde abgesaugt und mit Wasser erschépfend ausgewaschen. 
Das Filtrat ergab beim Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Alkohol 
eine starke Nachfillung, die fiir sich weiter behandelt wurde. Das 
Kupfersalz wurde mit Wasser innig verrieben und dann der 8stiindigen 
Einwirkung von Schwefelwasserstoff ausgesetzt. Das beinahe farblose 
Filtrat von Kupfersulfid wurde bei 17 bis 18 mm Druck eingedunstet 
und die so erhaltene stark konzentrierte Lésung bei einem Versuch (A) 
gerade neutral, bei einem anderen (B) schwach alkalisch gemacht. Beim 
Alkalinisieren schligt die Farbe der urspriinglich farblosen Lésung in 
Braun um. Unmittelbar hierauf wurde das Kaliumsalz des Esters mit 
absolutem Alkohol ausgefallt. Das urspriinglich als briunlicher Sirup 
ausfallende Kaliumsalz wurde so lange mit absolutem Alkohol verrieben, 
bis es im Alkohol vollkommen hart und pulverférmig wurde. Diese 
auBerordentlich hygroskopische, farblose Substanz wurde vom Alkohol 
mit absolutem Ather befreit und noch itherfeucht in den Exsiccator 
gebracht und daselbst bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Ausbeute 
ca. 13 g; auBerdem wurden aus der mit Alkohol gewonnenen Kupfer- 
nachfallung noch 5 g erhalten (C). 


Analyse des Esterkaliumsalzes. - 


Phosphorbestimmung. Der organische Bestandteil der 
Substanz wurde durch Gliihen mit Soda und Salpeter bzw. mit 
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Ammoniumnitrat zerstért. Der Rest wurde in Salpeterséure 
gelést und mit Magnesiamischung versetzt. 

In anderen Proben wurde sowohl das Kalium wie die 
Phosphorsiure bestimmt. Dazu wurde der organische Bestand- 
teil nach Neubauer mit konzentrierter Schwefelsiure und Sal- 
petersiure in einem mit konzentrierter Schwefelsiure aus- 
gekochten Jenaer Kolben zerstért. Der Rest wurde in eine 
Platinschale iibergefiihrt, worin der gréBte Teil der iiber- 
schiissigen Schwefelsiure verjagt wurde. Der Riickstand wurde in 
einen 250 ccm-MeBkolben gespiilt und mit Kalkmilch neutrali- 
siert. Aus 200 ccm des Filtrates wurde der Kalk mit Oxalsiure 
und Ammoniak gefallt. Das Filtrat der Fillung wurde ein- 
gedunstet und mit Schwefelsiure versetzt. Die iberschiissige 
Schwefelsiure wurde vertrieben und das K,SO, gewogen. 
Das Kaliumsulfat wurde mit Platinchlorid gefaillt und K,O 
wurde als Pt nach Neubauer bestimmt. 

Die phosphorséurehaltigen Reste wurden in Salpetersiure 
gelést, die Lésung wurde mit Kaliumpermanganat versetzt, um 
die Oxalsaiure zu zerstéren; die Phosphorsiure wurde nach Woy 
bestimmt. 





Gefunden Berechet fiir C,H,0,P0,KH 
Praparat A Praparat B Praparat C Mol.-Gew. 225,2 
P,O, 31,11 29,81 31,0 31,40 
30,95 30,02 
29,96 
K,O 19,75 23,98 21,20 20,82 
23,85 


Wahrend das Praparat A offenbar ein wenig freie Saure 
enthielt (es war aus neutraler bis sehr schwach saurer Lésung 
gefallt), stellt das Praparat B eine Mischung aus Mono- und 
Dikaliumsalz dar; das Praparat C entspricht recht genau der 
Zusammensetzung des sauren Kaliumsalzes eines Triosephosphor- 
siureesters. Derselbe reduziert Fehlingsche Lésung und ent- 
halt also eine freie Aldehyd- oder Ketogruppe. 

Optisches Verhalten. Eine 4,0308°/,ige Lésung wurde 
bei der sehr scharfen Beleuchtung der Quecksilberlampe im 
Polarisationsapparat untersucht; in der ersten Versuchsreihe 
wurde gefunden, da8 der Ester optisch inaktiv ist. Bei einer 
Wiederholung des Versuchs mit einer 6,04°/,igen Lésung eines 
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neuen Esterpraparats wurde bei Quecksiiberlicht im 2 dm-Rohr 
die Drehung -+- 0,24 gefunden. 

Molekulargewichtsbestimmung. Dadie Analyse keinen 
AufschluB dariiber gibt, ob in dem untersuchten Ester die Ver- 
bindung einer Triose mit einem Molekiil Phosphorsaéure oder 
die Verbindung einer Hexose mit zwei Molekiilen Phosphorsadure 
vorliegt, so haben wir das Molekulargewicht des Estersalzes 
mittels der Gefrierpunktsmethode bestimmt. 

4,04511 g Estersalz wurden in 100 ccm Wasser gelést; diese 
Lésung ergab eine Erniedrigung von 0,560°. Da hier ein 
Elektrolyt vorliegt, ist zur Berechnung die Kenntnis des Dis- 
soziationsgrades erforderlich. 

6,62 g Substanz wurden in 100 ccm Wasser gelést. Die 
spezifische Leitfahigkeit betrug bei 18° 0,020. Unter Annahme 
der Wanderungsgeschwindigkeiten K — 61 und Esteranion — 26 
ergibt sich hieraus der Dissoziationsgrad — 0,80. Die Lésung 
war hiernach 0,17 normal, und das Molekulargewicht ergibt sich 
hieraus zu 246. Berechnet nach der untenstehenden Formel zu 225. 

Eine zweite Bestimmung an einem neu dargestellten 
Praparate ergab ein héheres Molekulargewicht: 4,5601 g Ester- 
salz wurden in 100 com Wasser gelést. Die Gefrierpunkts- 
erniedrigung betrug 0,58. Der Dissoziationsgrad des Salzes 
war 0,76. 

Hieraus berechnet sich ein Molekulargewicht von 256. Das 
gefundene Molekulargewicht liegt also zwischen den beiden 
Werten, die sich unter der Annahme einer Triosemonophosphor- 
séure (226) und einer Hexosediphosphorsaéure (416) ergeben, je- 
doch viel naher dem Werte 226. 

Hiernach wiirde man der Substanz etwa eine der beiden 
folgenden Formeln zuschreiben: 


HO H,C.0H 


| oH 
I. HC.O.P0O,HK oder IL. Kon 


H,C.OH H,C.0.P0,HK 


Eine optische Inaktivitét des Esters wiirde fiir Formel II 
sprechen. Indessen soll nicht versiumt werden, darauf auf- 
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merksam zu machen, daB die Berechnung des Molekular- 
gewichts eines sauren Estersalzes, wie die vorliegende Substanz 
ist, immer unsicher ist. Wir mdchten also auf Grund dieser 
Bestimmung einstweilen noch keine endgiiltige Entscheidung 
zwischen den Formeln 


C,H,0,(PO,KH) -++-H,0 und C,H,,0,.(P0,KH), + 2H,0 


(Hexose-diphosphorsaures Kalium) treffen. 


Hydrolyse des Esters. 


Wihrend 10°/,ige Schwefelsiure eine erhebliche Humus- 
bildung veranlaBt, erfolgt dieselbe bei Anwendung einer 
nicht ganz 2°/,igen Schwefelsiure nur in geringem Grade. In 
einem eingeschmolzenen Rohr wurden 5 cem einer 4,0308°/, igen 
Lésung des Esters mit 5 ccm 3,5°/,iger Schwefelsiure 2 Stunden 
im Wasserbade gekocht. Nach dem Abkihlen wurde die 
Lésung von ganz wenig Humus abfiltriert; die Drehung dieser 
Lésung betrug im 10 ccm-Rohr —0,06°. Hierauf wurde das 
Reduktionsvermégen dieser Lésung bestimmt: 5 ccm derselben 
schieden 49,3 mg Cu ab. 

Die in angegebener Weise durch Hydrolyse erhaltene 
Lésung reagiert sehr deutlich mit salzsaurem Phloroglucin und 
Orcin und gibt eine sehr starke Jodoformreaktion. Bei der 
Destillation mit Wasserdampf erhalt man ein deutlich saures 
Destillat, das ammoniakalische Silberlésung reduziert und aus 
Sublimatlésung Kalomel ausscheidet. Das Destillat reagiert 
nicht mit Phloroglucin. 

Beim Erwarmen der urspriinglichen Lésung mit essig- 
saurem Phenylhydrazin wird kein Glucosazon erhalten, dagegen 
entsteht in geringen Quantitaéten ein gallertartiges rotbraunes 
Produkt, das, mit Benzol ausgekocht, sich bei ungefaihr 140° 
zersetzt; es diirfte sich hier um ein Gemisch handeln. 

Aus diesen Versuchen ist zu schlieBen, da8 in unserem 
Ester keine Hexose oder wenigstens keine der bekannten 
Hexosen vorhanden war. Freie Glucose wiirde bei der Hydro- 
lyse mit 2°/,iger Schwefelsiure sicher unverandert bleiben, und 
man kann nicht wohl annehmen, da8B die Veresterung der 
Hexose mit Phosphorsdure eine so vollstandige Zersetzung des 
Molekiils veranlaBt, wie sie hier beobachtet wurde. 
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Der kohblenstoffhaltige Rest reduziert stark, enthalt also 
eine Aldehyd- oder Ketogruppe. Wenn der Ester, wie es nach 
den Ergebnissen der Molekulargewichtsbestimmungen méglich 
ist, eine Triose enthalt, so ist es auffallend, daB bei der Hydro- 
lyse Dioxyaceton nicht in solchen Mengen gewonnen werden 
kann, da8 sich das entsprechende Osazon mit Phenylhydrazin 
ausfaillen 148t. Es muB dies davon herriihren, da8 der Triose- 
rest beim Kochen mit verdiinnten Siauren eine weitgehende 
Spaltung erleidet, eine Annahme, die mit unseren Kenntnissen 
vom Dioxyaceton nicht unvereinbar ist. Tatsiachlich wurden 
bei der Hydrolyse alle Substanzen gefunden, die sich bei der 
sauren Spaltung des Dioxyacetons erwarten lassen. Unter den 
Zersetzungsprodukten befindet sich sicher Ameisensiure, die, 
wie oben erwahnt, im Destillat der hydrolysierten Fliissigkeit 
durch ihre reduzierenden Eigenschaften nachgewiesen wurde. 
Ferner diirfte sich die Triose auch in Methylglyoxal um- 
gewandelt haben. 

Sowohl aus diesem als aus der Triose diirfte sich bei der 
sauren Spaltung neben Ameisensiure noch Acetaldehyd gebildet 
haben. AuBerdem ist Glykolaldehyd aus der Triose selbst 
entstanden; es ist uns namlich gelungen, mit Phenylhydrazin 
eine kleine Menge des Glykolosazons zu gewinnen. Fiir das 
primaire Auftreten der Triose spricht die beobachtete Phloro- 
glucin- und Orcinreaktion, die nach Neuberg') mit den Triosen 
positiv ausfallen. 

Behandelt man den Phosphorsiureester mit etwas mehr 
als den zur Darstellung der Osazone iiblichen Mengen Phenyl- 
hydrazin und Essigsiure, so entsteht schon nach wenigen 
Minuten des Erhitzens auf dem Wasserbade eine dicke, gelbe, 
anscheinend krystallinische Fiallung, die, sofort abgetrennt, 
zuerst mit Wasser, dann mit Alkohol gewaschen wurde; dieses 
Produkt zersetzt sich beim Schmelzen bei etwa 150 bis 152°, 
es enthielt 15,60°/, N und 13,00°/, P,O,. Es scheint also mit 
dem Osazon v. Lebedews identisch zu sein. In den gewoéhn- 
lichen Lésungsmitteln ist es nur sehr wenig ldslich, leicht da- 
gegen in warmem Pyridin. 


1) C. Neuberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 31, 564, 1900. Vgl. auch 
Neuberg, Der Harn, Berlin 1911, S. 336 und 338. 
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Die Vermutung, daB Dioxyaceton einen Phosphorsiureester 
bildet, trifft nach v. Lebedew (diese Zeitschr. 28, 214) nicht 
ein. Ohne Kenntnis dieses Versuchs ist der eine von uns (E.) 
kirzlich zum Ergebnis gekommen (Zeitschr. f. physiol. Chem. 74, 
25), daB eine, wenn auch geringe Esterbildung stattfindet. 

Beim Versetzen der obenerwéhnten Pyridinlésung mit viel 
Petrolither wird ein brauner Sirup ausgefallt, der bei Be- 
Landlung mit absolutem Alkohol zu feinen, makroskopischen, 
ockergelben, hygroskopischen Nadeln erstarrt. Dieselben zer- 
setzen sich zwischen 180 bis 185°; durch Amylalkohol kénnen 
sie in zwei Fraktioner geteilt werden, von denen die eine iiber 
200° schmolz. Diese Gemische wurden nicht weiter behandelt. 

Erwirmt man das Reaktionsgemisch auf dem Wasserbade 
mit iiberschiissiger Essigsiure laingere Zeit, so bleibt der gréBte 
Teil des Reaktionsproduktes in Lésung und fallt erst beim 
Abkiihlen und Verdiinnen mit Wasser als hellgelbe und 
krystallinische Masse aus. Nach dem Abfiltrieren und Aus- 
waschen mit Benzol zeigte der K6érper den Zersetzungspunkt 
von 130°. Derselbe wurde in einem Gemisch von Amylalkohol 
und ganz wenig Pyridin in der Warme aufgelést und dann 
mit Petroleum gefallt. Nach dem Verreiben des sofort aus- 
fallenden Sirups mit absolutem Alkohol erstarrte die Substanz 
zu orangegelben Nadeln, die den Zersetzungspunkt 145 bis 148° 
zeigten. Beim Jangsamen Verdunsten der Mutterlauge schieden 
sich rein citronengelbe Krystalle aus, die bei 130° schmolzen 
und sich bei etwa 150° unter Gasentwicklung zersetzten; unter 
dem Mikroskop erschienen sie als Blattchen. 

Analyse. Das bei 145 bis 148° schmelzende Produkt ergab 
nach dem Trocknen iiber Phosphorpentoxyd einen Gehalt an 
P,O, von 13,5°/, und einen Stickstoffgehalt von 15,1°/,. So- 
wohl nach Analyse als nach dem Schmelzpunkt erinnert auch 
dieses Produkt an das von Lebedew erhaltene Phenylhydrazin- 
derivat vom Schmelzpunkt 148 bis 150°. Unser Praparat, 
Schmelzpunkt 145 bis 148°, scheint etwas weniger rein gewesen 
zu sein als unser Praparat vom Schmelzpunkt 150 bis 152°. 

Bei der ersten Verdéffentlichung dieser Ergebnisse sprachen 
wir uns sO aus: 

»Die von Lebedew gegebene Formel erscheint uns nicht 


vollkommen sichergestellt, und unsere eigenen Versuche wollen 
Biochemische Zeitschrift Band 36. 28 
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wir noch fortsetzen, ehe wir uns tiber die Konstitution des 
Osazons aussprechen.“ 

Seitdem sind die neuen Untersuchungen von Young 
(diese Zeitschr. 32, 179, 1911) erschienen, die die Lebedewsche 
Formel bestitigen. Der K6orper ist hiernach Phenylhydra- 
zidophosphorsaéurehexosazon und hat die Zusammensetzung 
G,,H,,0,N,P. Wir stellen die fiir das Glucosederivat erhaltenen 
Analysenergebnisse zusammen: 


Berechnet fiir Gefunden 

C,,H;,0,N,P v. Lebedew Young Euler u. Fodor’) 
Cc 52,75 53,12 52,68 52,78 52,82 
H 5,68 5,75 5,80 5,95 — 
N 15,38 14,95 15,35 15,65 15,60 (15,1) 
P 5,68 5,63 65,70 5,68 5,68 (5,94) 


Unser SchluB (1. c., S. 11), ,,daB der Kohlenhydratester 
unter teilweiser Abspaltung von Phosphorsiure ein Osazon 
bildet‘‘, ist durch die neuen Versuche von Young vollstandig 
bewiesen worden, und zwar durch direkte Bestimmung der ab- 
gespaltenen Phosphorsaure. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, daB unsere Ver- 
suche, die Existenz des von v. Lebedew, Harden und Young 
untersuchten Phenylhydrazinderivates eines Hexosephosphor- 
siureosazons anscheinend bestitigen, ebenso die Auffassung von 
Harden und Young iiber die Bildung desselben, unter Ab- 
spaltung von Phosphorsaure. 

Es kann keinem Zweifel unterliegen, daB bei der Garung 
durch PreBsaft eine Hexosediphosphorsaiure auftritt. Unsere 
bis jetzt angestellten Versuche deuten aber darauf hin, dab 
sich auBerdem eine Triosemonophosphorsaure im Sinne 
Iwanoffs bildet. Es stainde dies gut in Ubereinstimmung mit 
der von Young") geduBerten Auffassung iiber die Bildung der 
Hexosediphosphorsaure. 


1) Die Ausfiihrung dieser Analysen verdanken wir den Herren 
Assistenten E. Jonsson und E, Lindberg. 
%) Proo, Roy. Soc. $1, 544, 

















Untersuchungen iiber die Oberflachenspannung der 
Lymphe. 
Von 


G. Buglia, 
(Aus dem physiologischen Institut der Kgl, Universitat Neapel.) 
(EHingegangen am 14, September 1911.) 
Mit 1 Figur im Text. 


I. 

Untersuchungen iiber die Oberflaichenspannung der Lymphe 
sind bis jetzt, so viel ich wei8, noch nicht angestellt worden. 

Traube sagt auch in einer seiner Arbeiten’), es lagen 
keine Bestimmungen der Oberflachenspannung der Lymphe vor 
und spricht die Absicht aus, solche vorzunehmen; aber in 
keiner der folgenden Arbeiten des Autors finden sich derartige 
Bestimmungen. Auf Anraten von Prof. Bottazzi habe ich 
deshalb versucht, die Liicke auszufiillen; dies erschien mir 
auch aus dem Grunde als niitzlich, weil wir sehr zahlreiche 
Daten beziiglich der Oberflichenspannung des Plasmas und 
des Blutserums besitzen und deshalb nach diesen meinen 
Untersuchungen ein Vergleich zwischen der Oberflachenspannung 
des Plasmas oder Blutserums mit der der Lymphe méglich 
sein wiirde. 

Traube*) meint, die Oberflaichenspannung der Lymphe 
miisse nicht sehr verschieden von der des Blutes sein; diese 
Vermutung entbehrt jedoch der Begriindung, weil es an 
direkten Bestimmungen fehlte. Er war jedoch geneigt an- 


1) J. Traube, Arch, f. d. ges. Physiol. 105, 567, 1904. 


%) Le. 
28* 
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zunehmen, da8 diese Behauptung im Einklang mit seiner 
friher geiuBerten Ansicht stiinde, daB die EiweiBstoffe wenig 
oder gar nichts zur Erniedrigung der Oberflichenspannung des 
Wassers beitriigen. 

Ich habe die Oberflachenspannung des Blutserums (Serum, 
das spontan aus dem Blutkoagulum ausgepreBt worden war) 
gleichzeitig mit der der Lymphe bestimmt, die aus einer zeit- 
weiligen Fistel des Ductus thoracicus aufgefangen wurde; diese 
Lymphe wurde mit Glaskiigelchen defibriniert und das Serum 
dann durch Zentrifugieren abgetrennt. 

AuBer den Bestimmungen der Oberflaichenspannung der 
Lymphe fihrte ich auch solche des spezifischen Gewichtes so- 
wohl des Blut- als des Lymphserums aus. 

Die Tiere, deren Blut und Lymphe ich auffing, waren 
Hunde, die sowohl seit einer gewissen, jedoch verschiedenen 
Zeit hungerten, als auch einer verschiedenen Ernahrung unter- 
zogen wurden, wie im einzelnen bei der Beschreibung der ver- 
schiedenen Experimente spiater gezeigt werden wird. 

Im ganzen wurden von mir sieben Experimente gemacht. 
Beim letzten wurde nach Darreichung des Futters die aus dem 
Ductus thoracicus strémende Lymphe in aufeinanderfolgenden 
Intervallen so aufgefangen, daB ich die Oberflichenspannung 
der Lymphe in verschiedenen aufeinanderfolgenden Perioden 
der Verdauung des dargereichten Futters und der Resorption 
der Verdauungsprodukte auf diese Weise bestimmen konnte. 
Dieses (VII.) Experiment machte ich mit folgender Absicht: 

Wenn die dargereichte Nahrung eine solche ist, daB sich 
aus ihr wahrend des hydrolytischen Verdauungsprozesses Produkte 
bilden, die, wahrend sie resorbiert werden, durch die Lymph- 
bahnen der Darmwand hindurchgehen, aus denen zum grofen 
Teil die Lymphe des Ductus thoracicus stammt, und wenn 
diese imstande sind, die Oberflachenspannung (z. B. der Lymphe) 
zu erniedrigen, so mu8, wenn man die fortwihrend aus dem 
Ductus thoracicus strémende Lymphe in mehrere Teile teilt 
und die Oberflachenspannung dieser einzelnen Teile bestimmt, 
durch diese Methode sowohl der Moment, in dem die ersten 
Verdauungsprodukte in den Lymphstrom eindringen, -als auch 
eventuell die Resorptionsgeschwindigkeit dieser Produkte fest- 
gestellt werden kénnen. 
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Ich verwendete ein Traubesches Stalogmometer, und zwar 
fiir alle Untersuchungen dasselbe. Die Bestimmungen wurden 
bei der Umgebungstemperatur ausgefiibrt. 

Aus der Zahl der Tropfen des destillierten Wassers und 
des Blut- und Lymphserums berechnete ich die Oberflaichen- 
spannung in mg/mm mittels der folgenden Traubeschen Formel: 


0=1,0 <8 1). 


Bei Anwendung dieser Formel beriicksichtigte ich die von 
der Temperatur abhingigen Verainderungen nicht; denn wenn 
einerseits, wie bekannt, die Temperatur keinen groBen Einflu8 
auf die Oberflichenspannung ausiibt, so wurden andererseits 
alle meine Bestimmungen bei Temperaturen ausgefiihrt, die 
um 15°C herum schwankten. 


I. Experiment. 
4. Marz 1911. 

4 Hund, 17,00 kg schwer, um 12° mittags mit Fleisch- 
brihe (1000 g) und trockenem Brot (500 g) gefiittert. 

4" 30’ nachmittags der rechten A. femoralis 40 com Blut entnommen 
und in geschlossenem GefiS spontan gerinnen gelassen. 

5" bis 5°20’ die Lymphe aus dem Ductus thoracicus aufgefangen 
(ca. 15 com) und mit Glaskiigelchen geschiittelt. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert. 














Serum, klar, leicht rosafarben dv mnats 
Trockenriickstand in Proz......... 7,742 4,869 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 14°C (8) . 1,0265 1,0156 
Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 

12,2°C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,35 Tropfen destillierten Wassers 
CAE thane Hie ceadedie: ies 19,35 20,35 


Il, Experiment. 
10. Marz 1911. 


> Hund, 18,200 kg schwer, um 9° vormittags am 20. Marz 
mit gemischter Kost gefiittert. 

10° 15’. Der rechten A. femoralis 50 com Blut entnommen, die in 
geschlossenem Gefai8 der spontanen Gerinnung iiberlassen wurden, 


1) J. Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 123, 425, 1908. 
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10° bis 10° 30’. Die Lymphe aus dem Ductus thoracicus (ca. 20 ccm) 
aufgefangen und dieselbe mit Glaskiigelchen durchgeschiittelt. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert. 














Serum, klar, rosafarben onitent 
Trockenriickstand in Proz Piccaees ‘ 7 ; zi 7,730 4,842 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 14°C (8) . 1,0240 1,0164 


Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 
12,3° C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,25 Tropfen destillierten Wassers 
CED «cn meee et em 19,8 19,8 





Ill. Experiment. 
14. Marz 1911. 

P Hund, 16,500 kg schwer, wird um 10° 30’ vormittags mit 
(750 g) Rindsfett gefiittert, das in (1000 g) Wasser gekocht 
wurde, 

2° 30’ nachmittags. Der rechten A. femoralis werden 50 com Blut 
entnommen, die in geschlossenem GefiS der spontanen Gerinnung iiber- 
lassen werden. 

3" 35’ bis 4" 20’ Lymphe aus dem Ductus thoracicus aufgefangen 
(ca. 15 com) und mit Glaskiigelchen durchgeschiittelt. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten _— ait 




















ioctl: klar, leicht rosafarben Ly mph phe, 
Trockenriickstand in a fie ks Ok Oa 8,913 14,730 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 14°C (8) . 1,0267 1,0168 
Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 
12° C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,35 Tropfen Cates Wassers 
a ree ee 19,5 23,25 


1V. Experiment. 
22. Marz 1911; 

& Hund, 16,00 kg schwer, wird um 10" vormittags mit 
magerem Rindfleisch (1000 g) gefiittert, das in Wasser (1000 g) 
gekocht wurde. 

3» 30’ nachmittags der rechten A. femoralis 50 com Blut entnommen, 
die in geschlossenem GefiB spontan gerinnen gelassen wurden. 

3" bis 4" Lymphe aus dem Ductus thoracicus aufgefangen (ca. 35 com) 
und dieselbe mit Glaskiigelchen durchgeschiittelt. 

Das aus dem Blut erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert. 
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Serum, klar, farblos Lymphe, 
mile 
Trockenriickstand in te ee wer ee 7,822 11,453 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 13,7° C (8) 1,0243 1,0093 
Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 
13,5° C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,35 Tropfen destillierten Wassers 
2 pia esi 19,1 22,5 


V. Experiment. 
25. Marz 1911. 

P Hund, 15,00 kg schwer, wird 10" 30’ vormittags mit Starke 
(100 g), trockenem Brot (300 g), Zucker (200 g) und Wasser 
(500 g) gefiittert. 

1* mittags der rechten A. femoralis 40 com Blut entnommen, die 
im geschlossenen Gefi8 der spontanen Gerinnung iiberlassen werden. 

14 bis 2" Lymphe aus dem Ductus thoracicus aufgefangen (ca. 30 ccm) 
und dieselbe mit Glaskiigelchen durchgeschiittelt. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang seen 











Serum, klar, rosafarben Lymphe, 
opalescent 
Trockenriickstend in ey Ce ae oe ae 8,820 6,038 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 14,2°C (8) 1,0248 1,0181 
Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 
14° C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,35 Tropfen destillierten Wassers 
Pe ae a ee 19,8 19,8 


VI. Experiment. 
29. April 1911. 

4 Hund, 18,450 kg schwer, wird am 28. April um 9* vor- 
mittags mit gemischter Kost gefittert. 

9" 45’ bis 11" 25’ die Lymphe aus dem Ductus thoracicus aufgefangen 
(ca. 35 ccm) und mit Glaskiigelchen durchgeschiittelt. 

10° der rechten A. femoralis 50 ccm Blut entnommen und in ge- 
schlossenem Gefi8 der spontanen Gerinnung iiberlassen. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten me. ren 














Lymphe,gelblich, 
ee klar, leicht 4 tenella leicht 
opalescent 
Sennentiatend Se eee ee 8,030 5,825 
Spez. Gewicht bei der Temp. von 14,2° C (8) 1,0256 1,0180 
Zahl der Tropfen (Z) bei der Temp. von 
14° C, erhalten mit einem Stalagmometer, 
das 17,35 Tropfen destillierten Wassers 
CS ES eee es ee ees 19,5 19,2 
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Die Resultate der beschriebenen Experimente sind in der 
folgenden Tabelle I zusammengestellt, in der die Experimente 
nach den abnehmenden Werten der Oberflichenspannung der 
Lymphe geordnet sind’). 

















gefiittert worden waren. 











Die Tabelle ergibt: 

1. Unter den verschiedenen experimentellen Bedingungen, 
bei denen sich die Tiere befanden, als das Blut ihnen entzogen 
wurde, zeigten weder das spezifische Gewicht noch die Ober- 
flichenspannung des Serums bemerkenswerte Veranderungen, 
obschon die Hunde des il. und VI. Experiments seit 24 Stun- 
den hungerten, wahrend die anderen 4 bis 5 Stunden vorher 


Es hat also den 


Tabelle I. 

i . inte j Blutserum a des Ductus thoracicus 

3 : Sarricyl Bis] eo re sgh g's 
ry om | 2 . j Ox ov ° a 

z Hund Ernahrung é oe BE\F 2 gis 2 jon £3 be AKA 2 

3 von a ga (ESISEl es | X ga| Ee 46:3 /|2 
| Ses P 
” 

a kg | : er. 1 &) */o | | (4) | = (o) | () | Slo (Z) a (¢) 
vi} 18,450) quis 04 Sta. 1,025618,030 19,5 5 90, 10| 6,64 | 1,0180' 5,825'19,2 '91,14 6,77 
I. 18,200 24 ono, ee 198 (87,12) 6,51 | 1,0164 4842 19,8 87, 12) 6,46 
V.} 15, 000|K oblenhydrate 

und Brot | 5 ,, 1,0248)8,820 19,8 (87,62, 6,55} 11,0181) 6,038 19,8 87,62) 6,51 

L] 17,000}Brot u. Fleisch- 

briihe S « 1,0265 7,742 19,35 89,66 6,71 | 1,0156 4,869 20,35 85,25) 6,32 
IV.| 16,000 res Fleisch] 4 _,, 1,0243'7/822 19, 10 90,83 6,78 1,0093 11,453'22,5 77,11) 5,67 
LIT.} 16,500} indsfett a 1,0267 8,913)19,50 89, 00| 6,66 1,0168) 14,730 23/25 74,62 5,52 


Anschein, als ob 


die Verdauung und die Resorption keine Faktoren waren, die 
imstande sind, die Oberflachenspannung des Blutes des all- 
gemeinen Kreislaufs auf betrichtliche und konstante Weise zu 
andern. 

2. Im Gegensatz hierzu bleibt die gréBte Oberflaichen- 
spannung der Lymphe, die wenig oder gar nicht verschieden 
von der des Blutserums ist (im Mittel fiir seit 24 Stunden 
hungernde ' Tiere: Blutserum o = 6,57, Lymphe o= 6,61), bei 


1) In der Tabelle sind auGer den absoluten Werten der Ober- 
flichenspannung (o = 17,3 < Sx 4) auch die Werte in Prozénten nach 





der Forme! 100» - 


Zw 


Z 


berechnet und angefiihrt. 
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seit 24 Stunden hungernden Tieren wiahrend der Verdauung 
von ausschlieBlich oder vorwiegend aus Kohlenhydraten be- 
stehenden Nahrungsmitteln fast unverindert, wahrend sie 
wahrend der Verdauung von Fleischspeisen und noch mehr von 
fetten Speisen betrachtlich erniedrigt wird. 

Beachtenswert ist, daB, wie zu erwarten war, das spezi- 
fische Gewicht der Lymphe gleichzeitig sinkt, wahrend der 
Trockenriickstand stark zunimmt. 

3. Die Fette veranlaBten also die grote Erniedrigung 
der Gberflichenspannung der Lymphe des Ductus thoracicus; 
in zweiter Linie kommt das Fleisch. 

Nun steht dieses Resultat aber vollkommen im Einklang 
mit dem, was man heutzutage von dem allgemeinen Einflu8 
weiB, den einige der Produkte der hydrolytischen Spaltung 
der neutralen Fette und der Proteine auf die Oberflichen- 
spannung des Wassers ausiiben, wie auch mit der Physiologie 
der Resorption der Fette. Es ist naimlich bekannt, da8 die 
Fettsiuren und Seifen nebst den Gallensalzen und anderen 
organischen Stoffen die gréBte Oberflachenspannungserniedrigung 
des Wassers hervorrufen. Wenn daher ein Teil der gelésten 
Fettsféuren bei Anwesenheit der Gallenbestandteile und der 
sich im Darmrobr bildenden Seifen durch dasselbe hindurch- 
geht, weil sie in den zu dem Chylus fiihrenden GefaéBen resor- 
biert werden, so muB8 der fliissige Inhalt der letzteren net- 
wendigerweise eine sehr niedrige Oberflichenspannung zeigen. 
Dies wird aber gerade durch meine Untersuchungen bewiesen, 
die deshalb aufs neue bestatigen, da8 der hauptsichlichste, 
wenn nicht ausschlieBliche Weg, auf dem die resorbierten Fette 
in den KG6rper eindringen, die Lymphbahn ist. 

Man mu8 jedoch bedenken, daB der Umstand, da8 man 
die Oberflachenspannung des Blutserums nicht parallel erniedrigt 
findet, durchaus nicht beweist, daB die Blutbahn nicht einer 
der Wege des Eindringens der resorbierten Fette in den Or- 
ganismus ist. Wéahrend namlich die Lymphe des Ductus 
thoracicus gréBtenteils direkt aus den Baucheingeweiden stammt, 
war das von mir untersuchte Blut nicht das Blut der Vena 
portae, sondern das Blut des allgemeinen Kreislaufes. Nur 
Untersuchungen am Serum des Blutes der Vena portae oder 
der Venen des Mesenteriums kénnen bei Verwendung der von 
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mir gewahlten Methode Aufschlu8 dariiber geben, ob Fette 
und deren Spaltungsprodukte in die Blutcapillaren der Darm- 
zotten, nicht nur in die zum Chylus fiihrenden GefaBe, iiber- 
gehen. 

Was sodann die nach Fileischfiitterung beobachtete Er- 
niedrigung der Oberflachenspannung der Lymphe anbelangt, so 
14Bt sie sich erklaren sowohl durch den Gehalt des Fleisches 
an Fetten, auch des sogenannten mageren Fieisches, als auch 
durch die Annahme, daB eine gewisse Menge von Proteosen 
und Peptonen, ebenfalls Kérper, die die Oberflachenspannung 
des Wassers sehr herabdriicken, resorbiert werden und in die 
ChylusgefaBe des Darmrohrs iibergehen. 

Ich habe schon darauf hingewiesen, daB die von mir be- 
folgte Methode auch dazu dienen kann, die Zeit festzustellen, 
die zwischen der Einfiihrung der Nahrung und der Resorption 
derjenigen Stoffe verflieBt, die die Oberflaichenspannung der 
wisserigen Fliissigkeiten am meisten erniedrigen, wie auch um 
den Zeitpunkt des Ubergangs derselben Stoffe in die Lymphe 
und ins Blut, und endlich den Verlauf der Resorption festzu- 
stellen. 

Zum Beweise dafiir dient das VII. Experiment, das ich 
hier folgen lasse. Natiirlich wahlte ich als Probemahlzeit 
ein Nahrungsmittel, von dem ich sicher wuBte, daB von ihm 
bei der hydrolytischen Spaltung Produkte erzeugt werden, die 
bei der Herabsetzung der Oberflachenspannung sehr aktiv sind, 
namlich die Fette. 


VII. Experiment. 
6. April 1911. 

& Hund, 25,00 kg schwer, hungert seit 12 Stunden. 

9° 30’ vormittags. Er wird mit Knochen und gekochtem Rindsfett 
(1000 g) gefiittert. 

9° 45’. Er wird auf dem Ausspannungsapparat befestigt. 

10° 15’ bis 10° 45’ Entnahme einer 1. Lymphprobe aus dem Ductus 
thoracicus. 

11" 30’ bis 12" Entnahme einer 2. Lymphprobe aus dem Ductus 
thoracicus. 

12°30’ bis 1" Entnahme einer 3. Lymphprobe aus dem Ductus 
thoracicus. ‘ 

3* 30’ bis 4° Entnahme einer 4, Lympkprobe aus dem Ductus 
thoracious. 
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7 bis 7°15’ Entnahme einer 5. Lymphprobe aus dem Ductus 


thoracicus. 

Alle Lymphproben wurden mit Glaskiigelchen geschiittelt und dann 
30 Minuten lang zentrifugiert. 

Die numerischen Resultate des Experiments sind in der Tab. II 
zusammengestellt und in Fig: 1 graphisch dargestellt. 

















Tabelle II. 
- ee eeeeSeE==: 
| : © § 3 
Von der Fiitterung | 3 é ‘ae QIN 
© |bis zum Auffangen 5g E = ge = N ” 
= nge Be- = mn = a — NY 
= der Lymphe bach $ 4 N we a 2 x 
5, | verflossene Zeit in 8° tungen eB & ig =| & oD 
 |stunden u. Minuten a2 | i 
cz a — */o im St on (0) 
1 10’ opalescent , 6,442 1,0199, 19,2 91,14 6,78 
2 2» 15/ milchig | 12,792 1,0170| 23,35 73,68 5,46 
3 3» 15’ milchfarben | 15,748 1,0129| 24,2 | 72,31 5,34 
4 6" 15’ a | 27,412(?) 1,0055 25,0 70,00 5,13 
5 g» 40’ = 23,802 1,0061 25,33 69,03 5,09 
Sc . 
680 -— eek ee — 
= | ' 
666 
» a | 
* 4 
640} \ 


520 \ 
5.601 \ 


oo ; ; i od r fenenenen | 
L i 


$00 





u“ 5 6 7 é 9 70 
Zeit in Stunden 


Fig. 1. 


Die Tabelle und die Kurve der Fig. 1 beweisen, daB die 
Resorption und der Ubergang der Verdauungsprodukte des 
Fettesiin die Lymphe mittels der von mir verwendeten Methode 
ca. 1 Stunde nach Einfiihrung des Nahrmittels schon nachweisbar 
ist. Die Kurve der Oberflachenspannung sinkt nimlich rasch und 
am meisten wihrend der ersten Stunden der Verdauung, um 
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dann wiahrend der folgenden Stunden fortwahrend langsam zu 
sinken; in der 10. Stunde hat sie die Achse der Abszisse noch 
nicht erreicht, obwohl sie sich derselben sehr genéhert hat. 

Der Umstand aber, daB die Oberflichenspannung der 
Lymphe sich noch in der 10. Stunde sehr niedrig erhalt, be- 
weist, wie langsam die Verdauung der Fette ist. Ohne Zweifel 
hatte ich, wenn ich das Experiment iiber die 10. Stunde hinaus 
hatte verlingern kénnen, einen Punkt erreicht, an dem die 
Kurve wieder angestiegen wire, um dann progressiv das ur- 
spriingliche Niveau wieder zu erreichen. In der Tat hatte 
nach Beendigung der Verdauung der als Nahrung dienenden 
Fette und nach der Resorption der Produkte derselben und 
dem Eindringen dieser Produkte in den Lymphstrom die Ur- 
sache, die die Erniedrigung der Oberflachenspannung bewirkte, 
allmahlich einzuwirken aufgehért, und die Oberflichenspannung 
der Lymphe wire zu ihrem Anfangswerte zuriickgekehrt. 











Weitere Untersuchungen iiber die Oberflaichenspannung 
der Lymphe. 


Von 
G. Buglia. 


(Aus dem physiologischen Institut der Kgl. Universitit Neapel.) 
(Eingegangen am 14. September 1911.) 


Il. 


In einer friiheren Mitteilung') habe ich iiber die Resultate 
berichtet, die ich beziiglich der Oberflachenspannung der 
Lymphe wihrend des Hungerns und bei verschiedenen Er- 
nahrungsweisen erhalten hatte. Ich hielt es nun fiir niitzlich, 
noch weitere Untersuchungen anzustellen, bei denen ich gleich- 
zeitig mit der Oberflichenspannung der Lymphe des Ductus 
thoracicus die Oberflichenspannung des Blutserums bestimmte, 
das in verschiedenen Zeitintervallen aus einer direkt aus dem 
Darmrohr kommenden Vene aufgefangen wurde. Dazu ver- 
anlaBte mich die Hoffnung, mittels einer neuen Methode leicht 
feststellen zu kénnen, auf welchem Wege einige bestimmte 
ins Magendarmrohr eingefiihrte Stoffe absorbiert wiirden. 

Natiirlich zeigte sich die Anwendung der von mir ge- 
wahlten Methode nur fir die Stoffe anwendbar, die imstande 
sind, die Oberflachenspannung der Lymphe und des Blutes 
betrachtlich zu modifizieren. 

Deshalb beschrankten sich meine Untersuchungen auf den 
Alkohol, die gallensauren Salze, die Natronseife und das Pepton. 
Von besonderem Interesse waren die Untersuchungen iiber das 
Pepton, weil es, wie bekannt, noch nicht ganz sicher ist, ob 
die Spaltungsprodukte der EiweiBstoffe in bemerkenswerter 


1) G. Buglia, diese Zeitechr. 36, 411, 1911. 
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Menge durch die Wande des Darmrohrs hindurch resorbiert 
werden oder fast ganz in letzterem erst in Aminosiuren um- 
gewandelt werden. 

Die von mir gewahlte Methode bot sodann auch die 
Moglichkeit, die Resorptionsgeschwindigkeit der verwendeten 
Stoffe leicht zu erkennen, denn je schneller ich die Ver- 
ainderungen der Oberflachenspannung der Lymphe und des 
Blutes beobachtete, desto rascher war auch, wie ich annehmen 
konnte, die Resorption eingetreten. Ferner konnte ich dann 
mit geniigender Annaherung die Menge von Substanzen be- 
stimmen, die sich in einem bestimmten Augenblick in der 
Lymphe oder im Blute befand, indem ich die Veranderungen 
der Oberflachenspannung dieser Fliissigkeiten bestimmte, nach- 
dem ich ihnen in vitro bekannte Mengen derjenigen Stoffe, 
mit denen ich gerade experimentierte, zugesetzt hatte. 

Nachdem ich bei grofBen Hunden eine Fistel des Ductus 
thoracicus angelegt und in der Nahe seiner Miindung in die 
V. subclavia eine kleine Kaniile eingefiihrt hatte, entzog ich 
ihnen eine Probe normaler Lymphe und, nach Eréffnung des 
Abdomens, aus einer Vene des Darmrobhrs eine Blutprobe. Einige 
Male fing ich auch Blut aus einer A. femoralis auf. Dann 
machte ich die Osophagotomie und fiihrte in den Magen oder 
ins Intestinum tenue (am Ende des Duodenums) ein bestimmtes 
Volumen einer physiologischen NaCl-Lésung ein, die eine gewisse 
Menge des zu absorbierenden Stoffes gelést enthielt; hierauf 
legte ich iiber oder unter dem in der Speiserdhre oder im 
Darmrohr gemachten Schnitt eine Schlinge an. 

Alsdann fing ich in verschiedenen Zeitintervallen neue 
Lymph- und Blutproben auf, wobei ich Sorge dafiir trug, daB 
ich das Darmrohr jedesmal, wenn ich Blut aus einer Vene des 
Mesenteriums entnahm, wieder in die Bauchhdéhle zuriickbrachte. 
Das Blut lieB ich in geschlossenen GefaBen spontan gerinnen; 
das daraus erhaltene Serum wurde zentrifugiert. Die ent- 
nommene Lymphe wurde mit Glaskiigelchen geschiittelt und 
ebenfalls zentrifugiert. Bei den zentrifugierten Fliissigkeiten 
bestimmte ich auBer der Oberflichenspannung noch das 
spezifische Gewicht und den Trockenriickstand. Beziiglich der 
Oberflachenspannung befolgte ich, wie bei meinen erwahnten 
friiheren Untersuchungen, die Tropfenmethode, indem_ ich 
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immer dasselbe Stalagmometer verwendete. Auch hier wandte 
ich die beiden Formeln 100 - und o=73<8x 
bei Anwendung dieser Formeln machte ich keine Korrekturen 
hinsichtlich der Temperatur, weil dies keine bemerkenswerten 
Schwankungen der Resultate bewirkt haben wiirde, da ich die 
Bestimmungen stets bei Temperaturen um 15° C herum ge- 
macht hatte. 

Ehe ich meine Experimente an den Tieren machte, fiihrte 
ich immer einige Bestimmungen der Oberflachenspannung der 
Lymphe und des Blutserums bei normalen Hunden aus, und 
zwar in vitro nach Zusatz von progressiv wachsenden Mengen 
der verschiedenen Stoffe, die ich bei den Experimenten in vivo 
zu verwenden gedachte: verschieden verdiinnter Alkohol, 1°/,iges 
Natriumtaurocholat, 1°/,ige Natronseife und 10°/,iges Witte- 
pepton. 

Der Kiirze wegen beschrinke ich mich darauf, die bei 
diesen Bestimmungen erhaltenen Resultate einfach zusammen- 
zufassen. 

Vergleicht man die Erniedrigung der Oberflachenspannung 
des Wassers, die durch die verschiedenen Stoffe verursacht 
wird, so beobachtet man, daB sie nach Zusatz von Alkohol 
und Natronseife gréBer ist als nach Zusatz von Natriumtauro- 
cholat. Das Pepton bewirkt die geringste Erniedrigung. 

Beobachtet man dann die Abnahme der Oberflaichen- 
spannung, die diese Stoffe beim Blutserum und bei der Lymphe 
verursachen, so sieht man, daB der Alkohol stets eine inten- 
sivere Wirkung ausiibt. Hinsichtlich der anderen Stoffe ist 
die Reihenfolge je nach der Intensitaét ihrer Einwirkung sowohl 
auf das Blutserum als auf die Lymphe, je nach der Konzen- 
tration, verschieden. 

Bei kleinen Dosen erscheint die Wirkung des Peptons 
intensiver, dann die des Taurocholats und endlich die der 
Seife. Bei starken Dosen dagegen iibt die Seife eine gréBere 
Wirkung aus; dann folgt das Taurocholat und endlich das 
Pepton. 

Die Wirkung eines und desselben Stoffes auf das Serum 
und die Lymphe ist jedoch nicht immer die gleiche. Nur das 
Pepton zeigt keinen betrichtlichen Unterschied der Oberflachen- 
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spannung des Serums und der Lymphe, wenn es diesen Fliissig- 
keiten in gleicher Konzentration zugesetzt wird. Das Natrium- 
taurocholat und die Natronseife dagegen wirken intensiver auf 
die Lymphe ein, wahrend der Alkohol etwas starker auf das 
Blutserum einwirkt. 


Experimente in vivo. 
I. Experiment. 
Hund, 16,470 kg schwer. 

Vor 21/, Stunden Ernéhrung mit fettem Rindfleisch; eine Blut- 
probe (50 ccm) wird der rechten A. femoralis entnommen und nach 
ca. 3 Stunden eine Lymphprobe (20 com) dem Ductus thoracicus; diese 
ist milchig. 

5* nachmittags wird die Osophagotomie gemacht und mittels einer 
Sonde 100 com 97° Alkohol ++ 50 com Wasser eingefiihrt und eine Schleife 
um die Speiserdhre gelegt. 

6" 10’. Der A. femoralis wird eine zweite Blutprobe entnommen. 

6" 12’ bis 6° 25’ Lymphe (15 ccm) aus dem Ductus thoracicus 
gefangen. Sie ist milchig, leicht rosafarben. 

7° 25’ bis 7°45’ Entnahme von Lymphe (20 ccm) aus dem Ductus 
thoracicus. Sie ist milchig, leicht rosafarben. 

7° 50’ der Arterie eine dritte Blutprobe entnommen. 

Die Blutproben werden in geschlossenen GefiBen spontan gerinnen 
gelassen und die Lymphe mit Glaskigelchen geschiittelt. 

Das Tier zeigt nach Einfiihrung von Alkohol eine Periode starker 
Erregung mit haufigen Brechreizen; dann wird es schlaftrunken und 
bleibt deprimiert. Die Reflexe bleiben normal. 

Das Tier wird getétet; der Magen wird voll Fliissigkeit gefunden, 
die stark nach Alkohol riecht. Die Magenwiinde zeigen nach auBen aus- 
gedehnte Ecchymosen 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert; sodann werden der Trockenriickstand, das 
spezifische Gewicht (bei 15° C) und die Oberflichenspannung (bei 14° C) 
mit einem Stalogmometer, das 17,35 Tropfen destilliertem Wassers er- 
gibt, bestimmt. 


Il. Experiment. 
& Hund von 16,00 kg Gewicht. 


Vor ca. 3 Stunden mit Fleisch ernahrt, dann wird dem Ductus 
thoracicus Lymphe entnommen, die milchartig ist. 

3" 45’ nachmittags. Das Abdomen wird eréffnet und einer V. mesen- 
terica 30 com Blut entnommen: 

4, Ins Darmrohr, unmittelbar unter dem Duodenum, 100 ccm 
97° Alkohol +100 com Wasser eingefiihrt und oberhalb und unterhalb 
des Schnittes am Darmrohr eine Schleife angelegt. 
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4" 30’ derselben V. mesenteria eine weitere Blutprobe entnommen. 

5 bis 5° 40’ Lymphe aufgefangen, die milchartig ist. 

5° 30’. Dritte Blutprobe aus der V. mesenterica. 

Nach Einfiihrung der Fliissigkeit und in den Intervallen zwischen 
zwei Blutentnahmen wurde die Darmschleife ins Abdomen zuriickgebracht. 

Die Blutproben lasse ich in geschlossenen GeféBen spontan ge- 
rinnen und schiittele die Lymphe mit Glaskiigelchen. 

Das Tier wird getétet; das Darmrohr ist mit einer Fliissigkeit an- 
geriillt, die stark nach Alkohol riecht; auBerdem enthalt es eine kleine 
Menge von Niabrstoffen. 

Das aus dem Blut erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert und, wie beim vorigen Experiment, wurden 
der Trockenriickstand, das spezifische Gewicht (bei 14° C) und die Ober- 
flichenspannung (bei 13,5° C) mit einem Stalagmometer bestimmt, das 
17,35 Tropfen destillierten Wassers ergab. 

Die bei den Bestimmungen dieser beiden ersten Experimente er- 
haltenen Werte sind in der folgenden Tabelle I, 8. 426, zusammengestellt. 

Aus den bei diesen beiden ersten Experimenten erhaltenen 
Werten ist zu entnehmen, da8 der in den Magen oder direkt 
in den Darm eingefiihrte Alkohol die OUberflachenspannung 
sowohl des Blutes als der Lymphe erniedrigt. Sowohl in einen 
als im anderen Falle ist jedoch die Erniedrigung bei der 
Lymphe ausgeprigter, so da8 man annehmen kann, daB die 
Reaktion leichter durch die LymphgefaBe erfolgt. Auch durch 
diese Resultate wird nachgewiesen, daB die Reaktion des 
Alkohols auf dem gastro-enteritischen Wege schnell erfolgt, 
weil man schon 30 Minuten nach Einfiihrung des Alkohol- 
gemisches ins Darmrohr eine betrachtliche Erniedrigung der 
Oberflachenspannung sowohl des Blutes als auch der Lymphe 


beobachtet. 


Ill. Experiment. 


& Hund, 17,800 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 

11® vormittags bis 11°30’ Entnahme der Lymphe (25 ccm) aus dem 
Duotus thoracicus. Leicht opalescent. 

11" 30’ Entnahme von Blut (50 ccm) aus der rechten A. femoralis. 

11" 35’ die Osophagotomie gemacht und mittels einer Sonde zirka 
200 com einer 1°/,igen Natriumtaurocholatlésung in den Magen ein- 
gefihrt. 

12° 15’ bis 1" 35’ Lymphe (20 ccm) aus dem Ductus thoracious ent- 
nommen. Sie ist leicht opalescent. 

1°40’ der A. femoralis eine zweite Blutprobe entnommen. 

2°11’ bis 2°55’ Entnahme von Lymphe (25 ccm). Sie ist leicht 
opalescent. 
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3° 30’. Dritte Blutprobe. 

5° 7’ Entnahme von Lymphe (15 ccm). Sie ist leicht opalescent. 

7° 8’. Vierte Blutprobe. 

Die Blutproben werden in geschlossenen GefiSen spontan gerinnen 
gelassen; die Lymphe wird mit Glaskiigelchen geschiittelt. 

Das aus dem Blut erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert und spezifisches Gewicht (bei 15° C) sowie 
Oberflichenspannung (bei 15° C) mit einem Stalagmometer bestimmt, 
das 17,3 Tropfen destillierten Wassers ergibt. 


IV. Experiment. 


2 Hund vor 15,00 kg. 

1° 2’ nachmittags. Vor 3 Stunden mit Brot, Starke und Zucker 
ernéhrt; dann wird Lymphe aus dem Ductus thoracicus entnommen. 
Sie ist milchig. 

2» das Abdomen eréffnet und Blut aus einer Vene des Mesenteriums 
entnommen. 

2°15’; In den Diinndarm gleich unterhalb des Duodenums 100 ccm 
einer 1°/,igen Natriumtaurocholatlésung eingefiihrt und eine Schlinge 
um die Darmschleife gemacht. 

2 30’ bis 3® Entnahme von Lymphe (20 com). Sie ist milchig. 

3° 5’ Entnahme von Blut aus der Vene des Mesenteriums, 

3°15’ bis 4°15’ Entnahme von Lymphe (15 com). Sie ist opalescent. 

4°25’. Dritte Blutprobe. 

4 30’ bis 5° 10’ Entnahme von Lymphe, die opalescent ist. 

5°15’. Vierte Blutprobe. 

Nach Einfiihbrung der Filiissigkeit und in den Intervallen zwischen 
2 Blutentnahmen wurde die Darmschleife in den Bauch zuriickgebracht. 

Die Blutproben lieB ich in geschlossenen GefiBen spontan gerinnen 
und schiittelte die Lymphe mit Glaskiigelchen. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe wurden 
30 Minuten lang zentrifugiert ; dann wurden der Trockenriickstand, das 
spezifische Gewicht (bei 15° C) und die Oberflachenspannung (bei 14° C) 
mit einem Stalagmometer bestimmt, das 17,35 Tropfen destillierten 
Wassers ergab. 

Die bei den Bestimmungen dieses und des vorigen Experimentes 
erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle II, S. 248, zusammen- 
gestellt: 

Bei diesen Experimenten, dem III. und IV., verwendete ich eine 
Natriumtaurocholatlésung von einer Konzentration, die sich aus anderen 
Untersuchungen *) als eine solche ergab, die einen geringen Wert der Ober- 
flichenspannung zeigt. Aus den Experimenten in vitro ist zu ent- 


mehmen, daB sie cine nach der Forme! 100 = berechnete Oberfldchen- 
spannung von ca. 57 hat, wiahrend das Blut und die Lymphe, die vor 


1) G, Buglia, diese Zeitschr, 22, 1, 1909, 
29* 
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der Einfiihrung der Filissigkeit in das Magen-Darmrohr aufgefangen 
wurden, einen Wert von 86,8 fiir das Blutserum (Mittel der bei zwei 
Experimenten erhaltenen Werte) und von 87,4 fiir die Lymphe zeigen, 
Betrachtet man die Resultate des III. Experimentes oder die des Ex- 
perimentes, bei dem ich die Fliissigkeit in den Magen einfiihrte, so 
findet man, daB sowohl die Oberflichenspannung des Blutserums als 
auch die der Lymphe keine bemerkenswerten Verianderungen erleidet. 

Beim IV. Experiment dagegen, bei dem ich das aus einer Vene 
des Mesenteriums, d. h. direkt aus dem Darm stammende Blut auffing, 
zeigten sich sowohl die Oberflachenspannung der Lymphe als auch die 
des Blutserums erniedrigt. Dies beweist, daB die Resorption in diesem 
Falle sowoh] auf dem Lymphwege als auf dem Blutwege stattgefunden 
hat. Es la8t sich jedoch nicht behaupten, daB die Resorption vorzugs- 
weise auf dem Lymphwege erfolgt, obwohl der Wert der Oberflichen- 
spannung der gleichzeitig mit dem Blute aufgefangenen Lymphe nach 
Einfiihrung der Taurocholatlésung ins Intestinum niedriger als der des 
Blutserums ist, weil wir bei den Experimenten in vitro gefunden haben, 
da8B der Zusatz eines und desselben Quantums von Natriumtaurocholat 
die Oberflachenspannung der Lymphe mehr als die des Blutserums er- 
niedrigt. 

Aus dem Vergleich der in vitro erhaltenen Werte mit den am Tiere 
erhaltenen lait sich folgern, daB in jedem beliebigen Augenblick die 
Natriumtaurocholatlésung in der Lymphe sowohl als im Blute sich in 
einem viel geringeren Verhiltnis als 10:100 vorfindet, d. h. daB das 
Gallensalz sich stets in geringerer Menge als in der Konzentration von 
0,1°/, vorfindet. 


V. Experiment. 


¢ Hund, 18,450 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 

9° 45’ bis 11° 25’ vormittags dem Ductus thoracicus (35 cem) Lymphe 
entnommen. Sie ist gelblich, etwas opalescent. 

10° der rechten A. femoralis Blut (50 com) entnommen. 

11> 45’ die Osophagostomie gemacht und mittels einer Sonde 200 com 
einer 1°/,igen Natronseifenlésung in den Magen eingefiihrt; dann wird 
eine Schlinge um die Speiserébre gefiihrt, und zwar oberhalb und unter- 
halb des Schnittes. 

12" 18’ bis 12°45’ Entnahme von Lymphe (25 ccm). Sie ist opa- 
lescent, 

12 18’ Entnahme einer Blutprobe. 

12" 45’ bis 1" 30’ Entnahme von Lymphe (30 cem). Sie ist milchartig. 

1°31’ Entnahme von Blut. 

1°31’ bis 2°35’ Entnahme von Lymphe, die milchartig ist. 

2°37’ Entnahme von Blut. 

2° 35’ bis 3°39’ Entnahme von Lymphe, die milchartig ist. 

3" 39’ bis 4°35’ Entnahme von Lymphe, die milchartig ist. 

5° Entnahme von Blut. 
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Wihrend des Experimentes zeigte sich bei dem Tiere ein Brechreiz. 
Ich lasse die Blutproben in geschlossenen GefaiSen spontan gerinnen und 
schiittle die Lymphe mit Glaskiigelchen. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert; dann werden der Trockenriickstand, das 
spezifische Gewicht (bei 15° C) und die Oberflichenspannung (bei 16° C) 
mit einem Stalagmometer, das 17,5 Tropfen destillierten Wassers ergibt, 
bestimmt. 

VI. Experiment. 
3 Hund, 27,00 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 


3" 30’ nachmittags Entnahme einer Blutprobe (20 ccm) aus einer 
Vene des Mesenteriums. 

3°40’ in den Darm unmittelbar unter dem Duodenum 200 com 
einer 1°/, igen Natronseifenlésung eingefiihrt und das Darmrohr oberhalb 
und unterhalb des Schnittes unterbunden. 

4° 4’ Entnahme von Blut aus einer Vene des Mesenteriums. 

4" 53’ idem. 

@ idem. 

Die Blutproben lasse ich in geschlossenen GefaiBen spontan gerinnen. 
Das daraus gewonnene Serum wird 30 Minuten lang zentrifugiert; dann 
werden seine Oberflichenspannung und sein spezifisches Gewicht bestimmt. 

Die beim V. und VI. Experiment erhaltenen Werte sind in der 
nebenstehenden Tabelle III zusammengestellt. 

Durch die Resultate dieser mit Natronseife gemachten 
Experimente wird zur Evidenz nachgewiesen, daB der in den 
Magen eingefiihrte Stoff die Oberflachenspannung der Lymphe 
erniedrigt, wahrend er die des aus der A. femoralis aufgefangenen 
Blutes unverandert léB8t. Dies beweist jedoch nicht, daB die 
Resorption nicht auf dem Blutwege erfolgt, da die Erscheinung 
sich sehr leicht erkliren laB8t, wenn man bedenkt, daB die 
Menge absorbierter Seife, die sich in der ganzen Blutmasse 
verteilt hat, nicht hinreicht, um eine merkliche Erniedrigung 
der Oberflichenspannung zu bewirken. 

DaB in der Tat die Natronseife auch auf dem Blutwege 
absorbiert werden kann, ergibt sich aus dem VI. Experiment, 
bei dem ich eine progressive Abnahme des Wertes der Ober- 
flichenspannung des einer Vene des Mesenteriums entnommenen 
Blutes nach Einfiihrung der Seifenlésung ins Darmrohr erhielt. 

Aus dem Vergleich mit den mit dem Gallensalze erhaltenen 
Werten ergibt sich, da8 die Erniedrigung der Oberflachen- 
spannung, die die Seife sowohl bei der Lymphe als beim Blut- 
serum bewirkt, ein wenig gréBer ist. 
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432 G. Buglia: 


VII. Experiment. 


& Hund, 24 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 

9 55’ bis 10°20’ vormittags Lymphe aus dem Ductus thoracicus 
aufgefangen (45 ccm). Sie ist gelblich, leicht opalescent. 

10° 15’ einer Vene des Mesenteriums 20 com Blut entnommen. 

11" 35’ nach Eréffnung der Bauchhéhle in den Diinndarm unmittel- 
bar unter dem Duodenum 200 ccm einer 10°/,igen Wittepeptonlésung 
eingefihrt. 

11°40’ bis 12°50’ Entnahme von Lymphe (20 ccm). Sie ist rosa- 
farben, opalescent. 

12® 30’ einer anderen Vene des Mesenteriums 20 ccm Blut ent- 
nommen. Das Darmrohr ist noch mit Fliissigkeit gefiillt. 

12" 50’ bis 4°40’ Lymphe (25 com) entnommen, die blutig ist. 

3°17’ Entnahme von 20 ccm Blut aus einer Vene des Mesenteriums. 
In diesem Trakt des Darmrohres befindet sich keine Fliissigkeit mehr. 

Nach Einfihrung der Fliissigkeit und in den Intervallen zwischen 
zwei Blutentnahmen wird die Darmschleife wieder in die Bauchhdéhle 
zuruckgebracht. 

Die Blutproben werden in geschlossenen GefaBen spontan gerinnen 
gelassen und die Lymphe mit Glaskiigelchen geschiittelt. 

Das aus dem Blute erhaltene Serum und die Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert; dann werden das spezifische Gewicht (bei 
17° C) und die Oberflichenspannung (bei 16,5° C) mit einem Stalagmo- 
meter, das 17,55 Tropfen destillierten Wassers ergibt, bestimmt. 


VIII. Experiment. 


& Hund, 16,800 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 

10°40’ bis 11° 8’ vormittags Lymphe aus dem Ductus thoracicus 
aufgefangen (30 com), die opalescent und leicht rosafarbig ist. 

11" 15’ einer Vene des Mesenteriums 20 ccm Blut entnommen. 

11° 25’. In den Diinndarm werden unterhalb des Duodenums 
200 com einer 10°/, igen Wittepeptonlésung eingefihrt. 

1} 25’ bis 12" 5’ Entnahme von Lymphe. Sie ist opalescent, farblos. 

12°10’ einer anderen Vene des Mesenteriums 20 ccm Blut ent- 
nommen. 

12° 5’ bis 12 35’ Entnahme von Lymphe, die fast klar, leicht rosa- 
farben ist. 

12° 35’ bis 1°20’ idem. 

1°30’ Entnahme von Blut. 

1* 35’ bis 2°20’ Lymphe aufgefangen; sie ist klar und rosafarben. 

2° 20’ bis 3° 5’ idem. 

3® Entnahme von Blut aus einer anderen Vene des Mesenteriums, 

Die Blutproben ergeben ein Koagulum, das wenig eingezoger ist, 

Das Serum und die mit Glaskiigelchen geschiittelte Lymphe werden 
30 Minuten lang zentrifugiert. 








Weiteres iiber die Oberflichenspannung der Lymphe. 


Die Werte des spezi- 
fischen Gewichtes und der 
Oberflachenspannung _ bei 
16,5° C), die bei den Be- 
stimmungen dieses und des 
vorigen (VII.) Experimentes 
erhalten wurden, sind in der 
nebenstehenden Tabelle IV 
zusammengestellt. 

Aus den angegebenen 
Werten ergibt sich, daB 
die in den Diinndarm ein- 
gefiihrte Peptonlésung keine 
meBbaren Veriainderungen 
der Oberflachenspannung 
der Lymphe des Ductus 
thoracicus und desdirekt aus 
dem Darmrohr stammenden 
Blutserums verursacht. 


SchluBfolgerungen. 


Diese Untersuchungen 
beweisen, da8 dieAnwen- 
dung der Oberflaichen- 
spannungsmethode sehr 
wertvoll sein kann, um 
den Durchgang einiger 
bestimmten Stoffe aus 
dem Magen- Darmrohr 
in die Lymphe und ins 
Blut zu erkennen. 

Sie gestattet nicht 
nur festzustellen, wel- 
ches vorzugsweise der 
Absorptionsweg, ob der 
Blut- oder der Lymph- 
weg ist, sondern sie kann 
uns auch das Mittel an 
die Hand geben, um die 
Geschwindigkeit zu be- 
urteilen, mit der einige 
Stoffe resorbiert werden, 


Tabelle IV. 
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und mit einer gewissen Annaherung die Menge von Stoffen 
festzustellen, die in irgendeinem Moment der Resorption in der 
Lymphe und im Blute anwesend sind. 

Aus den hier beschriebenen Experimenten iiber den Al- 
kohol, das Natriumtaurocholat, die Natronseife und das Pepton 
ergibt sich: 

Der sowohl in den Magen als direkt in den Diinndarm 
eingefiihrte Alkohol wird rasch resorbiert und durch die Lymph- 
gefaBe und die Blutcapillaren in den Kreislauf iibergefiihrt. 

Das gallensaure Salz (Natriumtaurocholat) verursacht, wenn 
es in den Magen eingefiihrt wird, keine Verainderungen der 
Oberflachenspannung weder der Lymphe noch des Blutes; wird 
es dagegen in den Diinndarm eingefiihrt, so wird es resorbiert, 
indem es ohne Unterschied durch die Blutbahn und durch die 
Lymphbahn hindurchgeht. 

Auch die Natronseife wird sowohl auf dem Lymph- als 
auf dem Blutwege resorbiert; das Pepton geht nicht oder nur 
in kleiner Menge unverandert durch die Darmwiande hindurch, 
und zwar sowohl durch die Lymphe als auch durch das Blut. 

Ferner ergibt sich, da8 die Geschwindigkeit, mit der die 
verschiedenen untersuchten Stoffe resorbiert werden, gréBer fiir 
den Alkohol, geringer fiir die Seife und fiir das gallensaure 


Salz ist. 








Zur Kenntnis der Ricinuslipase. 
Von 


Y. W. Jalander. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Leipzig.) 
(Bingegangen am 24, September 1911,) 


1. Uber die morphologischen Kigentiimlichkeiten der Ricinus- 
lipase - Fettemulsionen. 

Die Wirkung der Ricinuslipase lauft in einem heterogenen 
System ab. Die néahere Beschaffenheit dieses heterogenen 
Systems ist meines Wissens bisher nicht erértert worden. Man 
nimmt an, da8 bei der Mischung von Enzym, Substrat, Wasser 
und verdiinnter Séure eine Emulsion entsteht. Connstein, 
Hoyer und Wartenberg’) bezeichnen es als conditio sine qua 
non fiir den glatten Verlauf der Fettspaltung, daB die Emul- 
sion eine mdglichst vollstaéndige sei. In welcher Weise und 
unter welchen Bedingungen dieses Ziel zu erreichen ist, scheint 
noch nicht naher untersucht worden zu sein. 

Unter einer Fettemulsion versteht man gewodhnlich die 
Suspension fein verteilten Fettes in einem wasserigen Medium. 
Wasser ist also das Dispersionsmittel. Dem makroskopischen 
Aussehen nach scheint bei den Ricinuslipase-Fett-Wassersystemen 
eine solche Emulsion vorzuliegen; das Gemisch hat eine mehr 
oder weniger gleichmaBige, undurchsichtig-milchige Beschaffenheit. 

Ich habe den Vorgang und die Bedingungen der Emulsions- 
bildung unter dem Mikroskop verfolgt und dabei verschiedene 
Materialien verwendet: als Substrate Triolein oder CGottondél, 
das Enzym in Form des entélten Ricinussamenpulvers oder 
haufiger in Form gereinigter trockner Lipase. Wahrend bei der 
mikroskopischen Betrachtung von entéltem Ricinussamenpulver 
Zellfragmente und Aleuronkérner vorherrschen und die genauere 
Beobachtung anderer Elemente schwierig ist, zeigt das nach 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 36, 400. 
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436 Y. W. Jalander: 


der unten beschriebenen Methode, deren Prinzip Nicloux') 
angegeben hat, von mir hergestellte gereinigte Enzym neben 
relativ wenigen Aleuronkérnern und Zellmembranfragmenten 
vorherrschend freiliegende oder zu Haufen geballte feinste 
amorphe Kérnchen, die wohl dem ,,Cytoplasma‘‘ von Ni- 
cloux (I. c.) entsprechen. Ein Tropfen der vorher bereiteten 
gleichmaBigen Suspension von Enzym in Triolein oder Cottonél 
wird auf ein Deckglas gestrichen und dieses iiber die tiefe 
Spalte eines als Objekttrager dienenden Impfgliaschens gelegt; 
auf dem Grunde der Spalte befinden sich einige Tropfen %/,,- 
Essigsiure, deren Dimpfe dann auf den hiangenden 0l-Enzym- 
tropfen einwirken. Schon nach wenigen Minuten bemerkt man 
dann, daB die in der Fettmasse verteilten kleinsten Kérnchen 
zu quellen beginnen, sich dabei in kleine etwas rétlich schimmernde 
Blaischen verwandeln, voneinander trennen und in charakte- 
ristischen sternférmigen Figuren durch das fette Medium ver- 
teilen. Bald flieBen hierauf kleine Blaéschen zu gréBeren stark 
lichtbrechenden Tropfen zusammen, oder man sieht aus etwas 
groBeren Klumpen feinster Kérnchen und Blaschen an der Ober- 
fliche stark lichtbrechende ziahfliissige Tropfen und Kugeln 
hervorquellen, die sich oft in den schénsten Myelinformen 
strecken, verlangern, biegen usw. Sehr bald ist unzweideutig 
sichtbar, dab die durch die Wasseraufnahme gequollenen Enzym- 
partikel in dem homogen gebliebenen Fett verteilt sind, da8 
also letzteres in diesem Falle als Dispersionsmittel fiir die 
wasserig-kolloidale Phase des heterogenen Systems zu betrachten 
ist. Im weiteren Fortgang der Reaktion sieht man bei Ver- 
wendung von Cottondél als Substrat Krystallisationen von Cotton- 
stearinsiure auftreten; im G6ligen Medium erscheinen Sphiro- 
krystalle, deren Krystallisationspunkte nicht selten gerade an 
den Grenzflachen zwischen 01 und gequollenen Kolloidtropfen 
zu liegen scheinen, und schon nach 20 Minuten kann das ganze 
Praparat mit solchen Krystallen iibersit sein. In etwas spateren 
Stadien (gleichgiiltig, welches Substrat vorliegt) nehmen die 
Grenzflichen zwischen Fett und Kolloid immer mehr das Aus- 
sehen von diinnen Membranen an, die sich allmahlich in Falten 
legen und wie geknittert aussehen, bis sie schlieBlich (nach 
4) Nicloux, Contribution a I’étude de la saponification des corps 
gras. Paris 1906. 








Ricinuslipase. 437 


mehreren Stunden) ganz verschwinden. Bei dieser Versuchs- 
anordnung vollzieht sich die Emulsionisierung ohne jeden mecha- 
nischen Eingriff, lediglich durch die Einwirkung der Wasser- 
Essigsiuredampfe; man sieht makroskopisch dabei den am Deck- 
glas hingenden Fetttropfen allmahlich ganz undurchsichtig 
werden. Ganz die gleichen Verhiltnisse zeigen sich bei der 
mikroskopischen Untersuchung von Proben durch mechanische 
Hilfsmittel (Verreiben, Schiitteln) hergestellter Lipasefettgemische ; 
stets handelt es sich, sozusagen, um ,,umgekehrte“ Emul- 
sionen, insofern als eine homogen erscheinende Fettmasse als 
Dispersionsmittel fiir das Kolloid-Wassersystem zu erkennen ist. 
Ich habe versucht, ob es méglich ist, durch energisches Ver- 
schiitteln von enzymhaltigem Fett mit relativ gréBeren Mengen 
von */,,-Essigsiure zu einer Emulsion im gewéhnlichen Sinne 
zu gelangen; es entstand eine makroskopisch gleichmaéBig aus- 
sehende, milchige Mischung; unter dem Mikroskop zeigten sich 
Fetttropfen im wasserigen Medium verteilt; jeder dieser Fett- 
tropfen war aber in seinem Innern mit zahllosen gequollenen 
kleinsten Kolloidtrépfchen gefiillt. Bald flossen dann die Ol- 
tropfen unter Absonderung des iiberschiissigen Wassers zu zu- 
sammenhiangenden Fettflachen zusammen, in denen sich unter 
Zunahme der Quellung der Kolloidpartikel allmahlich das ge- 
wohnliche, oben beschriebene Bild der ,,umgekehrten‘‘ Emulsion 
entwickelte. Der Zusammenhang dieser Erscheinungen wird 
einigermaBen durch die folgenden einfachen Beobachtungen auf- 
geklart. In Wasser oder verdiinnter Essigsiure suspendiertes 
Enzym zeigt keine Quellung; die feinen K6rnchen und Kérnchen- 
haufen bleiben in der wiasserigen Fliissigkeit stundenlang, ab- 
gesehen von unerheblichen Deformationen, unverandert. Auch 
wenn man Enzympulver in reiner Oleinséure suspendiert 
und dann mit wisseriger "/,,.- Essigséure energisch durchschiittelt, 
sind mikroskopisch Quellungsvorgange an dem Enzympartikelchen 
nirgends wahrzunehmen; die beim Schiitteln gebildete Emulsion 
trennt sich bald wieder unter Abscheidung der wisserigen 
Flissigkeit. Zum Zustandekommen der Quellung ist die An- 
wesenheit von Neutralfett unerlaéBliche Vorbedingung. Die 
Enzymteilchen kénnen nur innerhalb des aus Neutralfett be- 
stehenden oder solches enthaltenden fettigen Mediums unter 
Quellung Wasser aufnehmen, das entweder durch mechanische 
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Beimengung oder, wie obige Beobachtungen zeigen, auch in 
Dampfform zugefiihrt werden kann. 

Man kann natiirlich nicht den Beweis erbringen, daB die 
beobachteten Quellungsvorgange direkt etwas mit der Wirkung 
des Enzyms zu tun haben; wohl aber darf man annehmen, 
daB sie die Dispersion des Enzyms im Substrat vermitteln. Es 
erscheint plausibel, da8 im Momente des Zutritts von Wasser 
und verdiinnter Saéure Neutralfett (Substrat) — vielleicht unter 
Bildung einer Verbindung an der Grenzfliche des quellenden 
Kolloids — adsorbiert und dann sofort hydrolysiert wird. Je nach 
der Geschwindigkeit, mit der die freigewordenen héheren Fett- 
siuren in das Dispersionsmittel (Substrat) heraus- (und das 
Glycerin in die wisserige kolloidale Phase hinein-)diffundieren, 
kénnen dann fortlaufend neue Mengen von Substrat adsorbiert 
und gespalten werden. 


2. Herstellnng der Ricinuslipase. 

Zu den unten mitgeteilten quantitativen Spaltungsversuchen 
diente entweder nach Nicloux (1. c.) in Cottonédl suspendiertes 
Cytoplasma, oder haufiger fettfreie trockne gereinigte Ricinus- 
lipase, die es erméglicht, ohne Beimengung anderer Fette mit 
einheitlichem Substrat, z. B. Triolein, exakter zu arbeiten. Bei 
der Bereitung dieses Praparates bin ich zwar in der Hauptsache 
gleichfalls dem von Nicloux angegebenen Verfahren gefolgt. 
Da sich aber einige Modifikationen dieser Methode als zweck- 
dienlich erwiesen, méchte ich den von mir befolgten Gang der 
Darstellung kurz beschreiben. 

200 g geschilte Ricinussamen werden méglichst fein zer- 
stoBen und mit 250 g Cottonél innig verrieben. Das Gemisch 
wird in einem Leinenbeutel von gréberen Teilen dadurch ge- 
trennt, da8 man den Beutel unter gleichzeitigem Driicken gegen 
einen scharfen Rand, z. B. einen Trichterrand, reibt. Die so 
erhaltene triibe Mischung wird in einer Zentrifuge mit einer 
Geschwindigkeit von 1000 Umdrehungen pro Min. 2 Std. lang zen- 
trifugiert. Hierbei setzen sich die unwirksamen gréberen Bestand- 
teile ab, wahrend der lipolytische Stoff in Aufschlammung bleibt. 
Bei verschiedenen Versuchen bekam ich nach dem AbgieBen 
vom Bodensatz zwischen 230 und 250 g Aufschlemmung. Diese 
wird entélt, indem man zuerst der Aufschlemmung das gleiche 
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Volumen Petrolather zumischt und absetzen laBt. Nach dem 
Abdekantieren wird der Bodensatz (das Enzym) durch wieder- 
holtes Mischen mit Petrolither und Dekantieren vollstandig 
entélt. Wenn man von Anfang an eine wesentlich gréBere 
als die angegebene Menge Petroliither zugibt, erhalt man eine 
groBflockige, schwere Fallung, die sich zu einer schleimigen, 
zihen Masse zusammenballt und nachher durch Petrolather 
nicht mehr vollstindig von Ol zu befreien ist. Das Enzym 
scheint eine besondere Fahigkeit zu besitzen, das Ol fest- 
zuhalten, denn die letzten, dem Enzym anhaftenden Fettspuren 
sind verhialtnismaéBig schwer zu entfernen. Die erhaltene 
Trockenmenge Enzym schwankte zwischen 2'/, bis 3°/, der 
verarbeiteten Ricinussamenmenge. Es ist ein weiBes Pulver 
und hat in erhdhtem Mae die Eigenschaft des Ricinuspulvers, 
die Nasenschleimhaute stark zu reizen. Auch dieses Priparat 
ist natiirlich nicht als das reine Enzym oder gar als chemisches 
Individuum anzusehen. Schon die mikroskopische Untersuchung 
zeigt, daB es, wenn auch in geringer Menge, noch Aleuronkérner und 
Zellmembranreste enthalt. Fiir quantitative Versuche im kleineren 
MaBstab bietet es aber den groSen Vorzug unbegrenzter Haltbar- 
keit und der Abwesenheit von Fett, héheren Fettsiuren und 
Wasser. (Uber eine andere Methode der Herstellung des Ferments, 
die fiir meine Zwecke nicht brauchbar war, vgl. Hoyer, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 50, 430). Selbstverstaéndlich mu8 die Wirk- 
samkeit des Praparates nach jeder einzelnen Darstellung gepriift 
werden. Nach meinen Erfahrungen sind die Differenzen ver- 
schiedener Praparate in dieser Beziehung aber nicht sehr be- 
deutend. Fast alle in den spaiteren Abschnitten mitgeteilten Ver- 
suche sind mit einem und demselben Praparat ausgefiihrt worden. 
Uber seine Wirksamkeit gibt nachstehende Tabelle AufschluB. 


Tabelle I. 
1,0 g Triolein, 0,6 com */;99-Essigsiure, Versuchsdauer: 136 Stunden, 
Temperatur: 20°. Tiaglich 5mal je 2 Minuten geschiittelt, 
Trockene Ricinus- Verbrauchte 


lipase 2/,9-NaOH Eoterspaltang 
- ccm %/o 
0,001 26,09 78,70 
0,002 28,74 86,69 
0,003 29,32 88,44 
0,004 29°33 88,47 


0,005 29,44 88,80 
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Schon durch 1 mg werden binnen 136 Stunden von 1,0g 
Triolein?) 78,7°/, verseift. Das Maximum der Verseifung — 
88,4°/, — wird durch 3 mg des Enzyms erreicht. Vermehrung 
der Enzymmengen auf 5 mg hat keine erhebliche weitere Zu- 
nahme der Verseifung zur Folge. 


3. Uber die Arbeitsbedingungen bei quantitativen Versuchen. 


Bei allen quantitativen Versuchen — insbesondere solchen iiber 
die Verseifungsgeschwindigkeit — besteht die gréBte methodische 
Schwierigkeit darin, in zahlreicheren verschiedenen Einzelproben 
den Emulsionszustand und die Mischung wahrend langerer Ver- 
suchszeiten annahernd identisch zu erhalten. Es kann nicht 
zweifelhaft sein, daB die hieraus entspringenden unvermeidlichen 
Fehler alle anderen, wie sie bei den Wagungen, Titrationen usw. 
mit unterlaufen, erheblich iibertreffen miissen. Ich habe diesen 
Dingen besondere Aufmerksamkeit gewidmet und teile nach- 
stehend einige meiner Erfahrungen mit. 

Wassermenge. Es erscheint zweckmaBig, vorerst die 
bei den Spaltungsversuchen zu verwendende Wassermenge ins 
Auge zu fassen, weil sie fiir die Verteilungsvorginge wichtig 
ist. Es hat sich herausgesteilt, daB fiir gegebene Enzym- 
mengen insofern optimale Wassermengen existieren, als sie 
bei der Verarbeitung mit der Enzymsubstratsuspension voll- 
staéndig durch Quellung gebunden werden, ohne daB sich auch 
nach langer Ruhe wisserige Fliissigkeit aus der Emulsion ab- 
scheidet. Wird diese fiir eine Fermentmenge optimale Wasser- 
menge iiberschritten, so erfolgt immer nach kiirzerer oder 
langerer Ruhe die makroskopische Trennung des Systems in 
eine untere wiasserige und eine dariiberstehende emulsionierte 
(rahmartige) Schicht. Ich emulsionierte in vier Sonderproben 
die Suspensionen von 0,01, 0,02, 0,04 und 0,08 g trockener 
Ricinuslipase in je 2 g Triolein mit je 2ccm "/,.9-Essigsaiure 
und lieB nach gutem Schiitteln 24 Stunden ruhig stehen. Nach 
dieser Zeit hatte sich in der Probe mit 0,01 g Enzym eine 
breite, in der nachfolgenden (0,02 g Enzym) eine ziemlich 


1) Zur Verseifung von 1,0g Triolein sind 33,15 com */,;-Natron- 
lauge erforderlich. Diese Zahl ist allen folgenden Berechnungen zugrunde 
gelegt. 








Ricinuslipase, 441 


schmale wisserige Zone abgesondert, wiahrend die beiden letzten 
ganz homogen geblieben waren. Beilinfig bindet also 0,01 g 
trockenes Enzym bei Anwesenheit von 1 g Triolein 1 ccm 
Wasser. Bei Verwendung von weniger Wasser ist zu bezweifeln, 
ob der fiir die Verseifung giinstigste Quellungsgrad des Enzyms 
erreicht wird. Die Uberschreitung oben bezeichneter Grenze 
scheint nach meinen Beobachtungen keinen oder wenigstens 
nur einen geringen stérenden Einflu8 auszuiiben. Bei der Ver- 
seifung von 1,0 g Triolein werden 0,06 g Wasser chemisch ver- 
braucht; verwendet man zu der Verseifung 0,001 bis 0,01 g 
trockenes Enzym und 0,6 bis 1,0 g verdiinnte Essigsiure auf 
1,0 g Fettsubstrat, so arbeitet man mit einem fiir die Quellung 
und Verteilung des Enzyms und fiir die Emulsionsbildung 
véllig ausreichenden Wasseriiberschu8. Genaueren Aufschlu8 
tiber den Einflu8 der Wassermenge auf die Verseifung geben 
die beiden folgenden Tabellen II und III. In jeder der beiden 
Versuchsreihen (19, resp. 14 Einzelversuche) arbeitete ich mit 
gleichen absoluten Essigsiuremengen und wechselnden Mengen 
von Wasser. 


Tabelle II. 

0,005 g Ricinuslipase, 1 g Triolein, 0,006 g Essigsiure. Versuchs- 
dauer: 165 Stunden. Temperatur: 20°, Tiaglich 5mal je 2 Minuten lang 
geschiittelt. 

Verbrauchte 


Wasser Aciditat 2/,.-NaOH Esterspaltung 

com ccm %> 

0,05 2n 15,37 46,36 
0,06 16,30 49,17 
0,10 ln 20,17 60,84 
0,15 24,39 73,57 
0,20 ™/ 25,76 17,70 
0,25 26,69 80,51 
0,30 "/s 27,18 81,99 
0,35 27,72 83,61 
0,40 */, 27,82 83,91 
0,45 28,16 84,94 
0,50 */, 28,26 85,24 
0,55 28,70 86,57 
0,60 ®/, 29,02 87,57 
0,70 29,05 87,66 
0,80 "/s 29,74 89,71 
0,90 29,79 89,86 
1,0 ®hho 30,03 90,58 
15 29,49 88,95 
2,0 ™/oo 29,19 88,05 
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Tabelle III. 


0,005 g Ricinuslipase, 1 g Triolein, 0,00015 g Essigsiure. Versuchs- 
dauer: 165 Stunden. Temperatur: 20°. Tiaglich 5mal je 2 Minuten lang 


geschiittelt. 

Wasser Aciditat ‘yLNeOH Esterspaltung ! 
ecm ccm °%/o H 
0,05 ®/ee 17,03 51,37 
0,06 18,24 55,02 
0,10 */eo 22,62 68,23 
0,15 24,98 75,35 
0,20 "/s0 26,45 79,79 
0,25 27,03 81,53 
0,30 */120 27,77 83,77 
0,35 28,01 84,49 
0,40 °/ 60 28,21 85,09 
0,45 28,60 86,27 
0,50 "/s00 28,70 86,57 
0,55 28,51 86,03 
0,60 */40 29,07 87,72 
1,0 */e00 29,49 88,95 
2,0 */se0 16,65 50,99 


Beide Versuchsreihen zeigen, daS das Maximum der Ver- 
seifung (innerhalb 7 Tagen) erst bei Wassermengen von 60°/, 
(auf die Substratmenge bezogen) aufwarts erreicht wird und 
daB die Essigsiuremenge dabei keine wesentliche Rolle spielt. 
Bemerkenswert ist auBerdem, da8 schon bei Anwesenheit von 
sehr kleinen Wassermengen (0,05 bis 0,06 g) mehr als die Hilfte 
des Triolein verseift wurde. [In den beiden ersten Versuchen 
der Tabelle Il hat wohl die relativ hohe Saurekonzentration 
(2 n) etwas schadigend gewirkt.] 

Die Versuchsreihen auf Tabelle IV und V zeigen, daB bei 
Verwendung von Cottonél als Substrat in der Hauptsache die 
gleichen Resultate erhalten werden. Tabelle VI bezieht sich 
auf eine mit entdéltem Ricinussamenpulver (als Enzym) ausge- 
fiihrte Versuchsreihe. 


Tabelle IV. 
0,005 g Ricinuslipase, 1 g Cottondl'), 0,00015 g Essigsiure. Ver- 
suchsdauer: 165 Stunden. Temperatur: 20°. Mehrmals geschiittelt bis 
die Mischung fest geworden ist, was innerhalb 3 Stunden geschab. 


1) Zur Verseifung von 1 g Cottonél sind 37,6 ccm */,9-Natronlauge 
als erforderlich in dieser und spiteren mit Cottonél ausgefiihrten Ver- 
suchsreihen in Rechnung gebracht. 
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Wasser Aciditat TLLNeOH Esterspaltung 
gi 
ccm ccm Fe 
0,05 "/e0 18,85 50,13 
0,1 a0 24,67 65,61 
0,2 */s0 29,49 78,96 
0,4 * / 160 31 ,08 82,66 
0,6 "/eso 32,36 86,06 
1,0 ®/400 31,83 84,92 
2,0 a 800 32,50 86,46 
Tabelle V. 


0,05 g Ricinuslipase, 10,0 g Cottondl, 0,0015 g Essigsiure. Ver- 
suchsdauer: 165 Stunden. Temperatur: 20°. Mehrmals geschiittelt bis 
die Mischung fest geworden ist, was innerhalb 3 Stunden geschah. 


stenes Verbrauchte 
Wasser Aciditat ‘ /,>-NaOH Esterspaltung 

ccm ccm % 

0,5 ” 20 172,55 45,90 

1,0 "/e0 242,48 64,78 

2,0 ™/s0 293,34 78,34 

4,0 "/160 310,73 82,93 

6,0  : 240 326,50 86,83 

10,0 "/400 323,83 86,23 jf 

Tabelle VI. 

0,10 g Ricinussamenpulver, 1 g Triolein, 0,006 g Essigsiure. Ver- 
suchsdauer: 165 Stunden. Temperatur: 20°. Taglich 5mal je 2 Minuten 
lang geschiittelt. 

emi Verbrauchte 
Wasser Aciditat */,-NaOH Esterspaltung 
com com %> 
0,05 2n 16,01 48,29 
0,10 o/, 22,06 66,54 
0,20 "/s 23,62 71,25 
0,40 "le 26,44 79,76 
0,60 ™/6 29,15 87,93 
0,80 */, 29,30 88,38 
1,0 "ho 30,34 91,52 
2,0 */20 29,57 89,20 


Herstellung der Emulsionen. Mischung waéhrend 
langerer Versuchszeiten. Meine Versuche mit abgewogenen 
Mengen sind in zylindrischen StandgefaBchen (lichter Durch- 
messer 1,6 cm, Inhalt 5 ccm) mit gut eingeschliffenem Glas- 
stépsel aus Jenenser Glas ausgefiihrt worden. Man wiegt z. B. 
1 g Triolein und 0,005 g Ricinuslipase im Zylinderglischen ab, 
verteilt das Enzym durch langeres Schiitteln und fiigt dann 
aus einer Birette 0,6 ccm %/,,..-Essigsiure hinzu; es entsteht 

30* 
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so eine untere wasserige und eine obere dlige Schicht. Wenn 
man nun lJangsam das Glaischen wiederholt umschwenkt, so daB 
die Beriihrungsflachen zwischen beiden Schichten verandert und 
erneuert werden, ohne daB dabei die Fettschicht in Tropfen 
zerrissen wird, so entsteht bald eine Triibung der Fettschicht, 
die rasch zunimmt, bis das Ganze nach ca. 1*/, Minuten das 
Aussehen einer Emulsion annimmt, die dann durch kraftiges 
Schiitteln wiaihrend einiger Sekunden dick wie Rahm wird. 
Hierbei ist deutlich zu beobachten, daB das Trioleinenzymgemisch 
nicht in Tropfen zerfallt, sondern daS das Wasser von ihm 
sozusagen aufgesaugt wird. Nach meinen im ersten Abschnitt 
mitgeteilten mikroskopischen Beobachtungen ist das geschilderte 
Verhalten leicht verstandlich. 

Versucht man hingegen von Anfang an durch starkes, 
mehrere Minuten lang fortgesetztes Schiitteln die beiden Phasen 
in Mischung zu bringen, so ist zwar eine feine Verteilung von 
Oltropfen in Wasser zu erreichen, die Oltropfen sondern sich 
aber in der Ruhe wieder von der wiasserigen Schicht ab, 
wahrend bei dem vorher beschriebenen Verfahren die Emulsion 
viele Stunden lang bestehen bleibt, bis endlich nach Ablauf 
der Verseifung wahrscheinlich die entstandenen Spaltungs- 
produkte eine Scheidung herbeifiihren. Um auch im obigen 
Falle die immer wieder abgesonderten Fettmassen gut zu 
emulsionieren, mu8 man die Mischung 10 bis 15 Minnten, 
manchmal auch langer ruhig stehen lassen, bis die Fettschichten 
wieder zusammengeflossen sind und dann durch langsames Um- 
schwenken das Wasser zur Aufnahme bringen. 

Auf Tabelle XI und XII sind zwei Versuchsreihen mit- 
geteilt, aus denen sich ergibt, daB das Maximum der Verseifung 
(bei sonst gleichbleibenden Verhiltnissen) bei einem gewissen 
Gehalte des Gemisches an freier Essigsiure erreicht wird und 
daB bei der Uberschreitung der betreffenden Grenzen nach 
unten oder oben die in den gleichen Zeitriumen erreichbare Ver- 
seifung geringer wird. Der gleiche Einflu8 der Aciditét macht 
sich auch hinsichtlich der Leichtigkeit der Emulsionierung geltend ; 
ich habe aber iiber diesen Punkt keine genaueren Versuchsreihen 
angestellt. . 

Dagegen zeigt sich, daB bei gleichbleibender Siuremenge 
die Abanderung der Wassermenge nur insoweit eine Verzégerung 
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der Emulsionsbildung bewirkt, als die fiir die Verseifung als 
optimal befundene Wassermenge nach oben iiberschritten wird. 

Will man mit gréBeren Wassermengen arbeiten und gibt 
auf einmal die Gesamtmenge der wisserigen Fliissigkeit dem 
Enzymfettgemisch zu, so kann die Emulsionierung erheblich 
(um 5 bis 10 Minuten) verzégert werden. Es ist deshalb vor- 
zuziehen, zunichst mit der optimalen Wassermenge in oben 
beschriebener Weise die Emulsionierung zu bewirken und hierauf 
erst den Rest der zu verwendenden wasserigen Fliissigkeit unter 
allmahlich vorsichtig gesteigertem Schiitteln zuzumischen; man 
gelangt dann auch hier nach ca. 2'/, Minuten zu der geeigneten 
Mischungsform. Wenn es sich darum handelt, bei Geschwindig- 
keitsversuchen den Zeitpunkt des Beginns der Reaktion genauer 
festzustellen, diirfen diese Verhaltnisse nicht vernachlissigt werden. 

Ich teile nun zuniachst einige Versuche mit, die zeigen, 
da8 schon durch die am Anfang des Versuchs in kurzer Zeit 
bewirkte Emulsionierung und Mischung des Systems der Ver- 
seifungsprozeB nicht nur eingeleitet wird, sondern daB er, auch 
wenn die Mischung nach der kurzen Anfangsschiittlung dauernd 
in Ruhe bleibt, annihernd bis zum Eintritt des Gleichgewichts- 
zustandes (Maximum der erreichbaren Verseifung) fortschreitet. 
In Tabelle VII sind 2, in Tabelle VIII 8 Einzelversuche zu- 
sammengefaBt. 

Es zeigt sich also, daB schon durch die zu Anfang eines 
Versuchs bewirkte zweckmaBige Emulsionierung die Bedingungen 
fiir den Ablauf der Enzymreaktion bis zur Beobachtungsgrenze 
erfiillt werden. Da8 hingegen die Geschwindigkeit des Ver- 
seifungsprozesses in hohem Grade durch periodische oder stetige 
mechanische Bewegung des heterogenen Systems beeinflubt 
wird, dafiir mag zunichst die auf Tabelle IX zusammengestellte 
Reihe von 11 Einzelversuchen als Beleg dienen. 


Tabelie VII. 

0,005 g Ricinuslipase, 1 g Triolein, 0,00036 g Essigsdure. Versuchs- 
dauer: 48 Stunden. Temperatur: 20°. Im Anfang 5 Minuten lang un- 
unterbrochen geschiittelt, dann ohne weitere Schiittelung ruhig stehen 
gelassen. 


Verbraucht 
Wasser °/. NaOH Esterspaltung 
ccm ccm Jo 
0,6 27,00 81,44 


1,0 20,21 88,11 
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Tabelle VIII. 
0,005 g Ricinuslipase, 1 g Triolein, 1 com "/,99-Essigsiure. Tempera- 
tur: 20°. Im Anfang 10 Minuten geschiittelt, dann bis zum Ende ohne 
weitere Schiittelung stehen gelassen. 


Verbrauchte 


Versuchsdauer ®/,9-NaOH Esterspaltung 
com % 
20 Minuten 2,80 8,45 
30. Ci, 3,82 11,53 
 _” 8,00 24,13 
2 Stunden 11,39 34,36 
Ok: ge 18,51 55,83 
iin 22,18 66,90 
oe 25,42 76,68 
GR’ ¢ 29,21 88,11 


Wahbrend in der Versuchsreihe auf Tabelle VIII die Ver- 
seifung von 88°/, des Substrats erst nach 48 Stunden erreicht 
wurde, war dies in der letzten Reihe (Tabelle IX) mit 
periodischer Schiittlung schon nach 24 Stunden der Fall. 


Tabelle IX. 

0,005 g Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,6 com */,99- Essigsdure. 
Temperatur: 20°. Nach der Anfangsschiittlung blieben die Glaser zu- 
nachst 1 Stunde in Ruhe; hierauf wurde alle Stunden bis zur 8. Stunde 
einige Minuten lang geschiittelt; von der 9. bis 24. Stunde blieben die 


Glaser wiederum in Ruhe. 
Verbrauchte 


Versuchsdauer ®/,9-NaOH Eaterspaltung 
ccm %e 
10 Minuten 2,60 7,85 
Oe: wal 4,22 12,73 
1 Stunde 9,35 28,21 
2 Stunden 14,41 43,47 
a 17,43 52,58 
> a 19,72 59,48 
O77 2:4 22,85 68,93 
Ra 23,52 70,95 
ietss 24,98 75,35 
G3, 27,32 82,41 
eee 29,11 87,81 


Beim Ansatz der Anfangszeiten bei Geschwindigkeitsver- 
suchen ist zu beriicksichtigen, da8 der Emulsionszustand bei 
verschiedenen Enzymmengen nach etwas verschiedenen Zeit- 
raéumen erreicht wird. Ich habe denjenigen Zeitpunkt als 
Anfangszeit genommen, in dem bei Einhaltung der oben an- 
gegebenen Verhiiltnisse die wiasserige Fliissigkeit von der Fett- 
masse volistandig aufgenommen war. 

Es handelte sich weiter darum, die gititiqnen Be- 
dingungen fiir die gleichmaBige mechanische Bewegung wahrend 
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langer dauernder quantitativer Versuche ausfindig zu machen; 
ich habe in dieser Hinsicht folgende Methoden gepriift: 
i aeons } Schiittlung mit der Hand, 


2. kontinuierliche 
3. kontinuierliche Schiittlung mittels einer Schiittelmaschine 


(200 vertikale Schlage pro Minute), 

4. kontinuierliche langsamere, rotierende Bewegung der an 
einer vertikal rotierenden Kreisscheibe eingeklemmten Glaschen 
(regulierbare Drehungsgeschwindigkeit). In einigen Versuchen 
wurde auBerdem die Emulsion mit Granaten versetzt. 

Es zeigte sich, da8 man unter sonst gleichen Bedingungen 
bei langeren Versuchszeiten von 24 Stunden mit Methode 1 
(periodische Handschiittlung) die gleichen Resultate erhalt wie 
mit der sonst am meisten empfehlenswerten Methode 4 (rotierende 
Bewegung). Fiir kiirzere Versuchszeiten ergaben sich mit 
letzterer Methode, wie nachstehende Tabelle zeigt, hdhere Ver- 
seifungszahlen. 

Tabelle X. 

0,005 g Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1 ccm °/;99-Essigsaure. 

Periodische Schiittlung mit der Hand Kontinuierliche rotierende Bewegung 


(1 stiindlich je 2 Minuten lang) an der rotierenden Kreisschei 
Zeit in ., Verbrauchte Ester- Zeit in ., Vetbrauchte Ester- 
Minuten Ver Ceenge Te Minuten ada “eae — 
20 4,28 12,91 20 4,58 13,81 
30 5,46 16,47 30 6,35 19,15 
60 9,45 28,51 60 11,60 34,99 
240 19,72 59,48 240 21,71 65,49 
480 27,39 82,41 480 28,45 85,82 


Mit Methode 2 (kontinuierliche Handschiittlung) habe ich 
nur einige wenige Versuche von kurzer Dauer angestellt, deren 
Resultate mit denjenigen mit kontinuierlich rotierender Be- 
wegung gut iibereinstimmten. Es waren verseift (sonstige Ver- 
suchsdaten wie oben) nach 20 Minuten 13,63°/,, nach 30 Minuten 
19,09°/, und nach 60 Minuten 34,40°/,. 

Die Versuche nach Methode 3 (vertikal oscillierende 
Schiittelmaschine) hatten mit obigen (rotierende Maschine) ver- 
glichen, weniger giinstige Ergebnisse; es waren verseift 

nach 20 Minuten 9,47°/, 
— ~ teary, 
» 60 »  26,72°/, 
» 240 » 62,71°/, 


eaten intraday. ear scent 4 
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Infolge der unter optimalen Bedingungen ziahfliissigen 
Konsistenz der Mischung ist die vertikale Maschinenschiittlung 
im raschen Tempo offenbar nicht ausreichend, um eine kon- 
tinuierliche Mischung zu unterhalten. Am _ vorteilhaftesten 
erwies sich, wie schon erwahnt, die rotierende Maschine bei 
Einstellung auf 25 bis 40 Umdrehungen pro Minute. Zugabe 
von Granaten lieB bei kleinen Enzymmengen keinen Einflu8 
erkennen. Bei Versuchen mit gréBeren Enzymmengen ergaben 
sich bei Verwendung von Granaten etwas héhere Verseifungs- 
zahlen. 

Konzentration der Essigsiure. Meine Versuche iiber 
diesen Punkt haben in der Hauptsache die schon von friiheren 
Autoren gemachten Beobachtungen bestitigt. Da ich die Saure- 
konzentrationen in etwas weiteren Grenzen variiert habe, teile 
ich die Resultate der betreffenden Versuchsreihen mit gereinigter 
Ricinuslipase auf Tabelle XI (18 Einzelversuche) und mit ent- 
éltem Ricinussamenpulver auf Tabelle XII (6 Einzelversuche) mit. 


Tabelle XI. 
0,005 g Ricinuslipase, 1 g Triolein, 0,6 com Essigsiure von der an- 
gegebenen Aciditét. Versuchsdauer: 48 Stunden. Temperatur: 20°, 
Taglich 5mal je 2 Minuten lang geschiittelt. 


Verbrauchte 
Aciditat ®/,-NaOH Esterspaltung 
com Fs 

— 0,90 2,71 
*/ 4000 0,82 2,47 
*/s000 27,00 81,26 
®/1 500 26,29 79,29 
®/1000 27,85 84,01 
*/ 800 27,30 82,35 
*/s00 29,10 87,78 
”/400 29,39 88,65 
*/s00 29,37 88,59 
®/100 29,05 87,63 
*/s0 29,28 88,32 
*/e0 29,70 89,59 
*/s0 28,86 87,05 
"/ 20 29,50 88,98 
*/ 10 29,59 89,25 
™/5 28,70 86,57 
"/s 25,86 78,00 
®/, 11,12 33,55 


Aus Tabelle XI ist zu ersehen, da8 fiir gereinigte Ricinus- 
lipase schon die Aciditét von */,,,,-Essigsdure ausreichend ist, 
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um mit 0,005 g Enzym die Spaltung von 81°/, des Substrats 
zu erreichen. In den weiten Grenzen von "/,,, bis */,,-Essig- 
siure zeigen sich nur geringe Schwankungen der Verseifungs- 
zahlen; von %/,,-Essigsiure aufwarts tritt die schidigende 
Wirkung der Saure in steigendem MaBe zutage. 


Tabelle XII. 


0,1 g Ricinussamenpulver, 1 g Triolein, 0,6 com Essigsiure von der 
angegebenen Aciditét. Versuchsdauer: 48 Stunden. Temperatur: 20°. 
Taglich 5mal je 2 Minuten lang geschiittelt. 


Verbrauchte 


Aciditat /,5-NaOH Esterspaltung 
ccm % 
*/,00 22,45 67,72 
om 22 65 68,32 
a 29,84 90,01 
af 28,81 86,90 
°/y 27104 81.56 
af 15.46 46,63 


Fir entéltes Ricinuspulver sind, wie schon bekannt, 
hdhere Aciditaéten erforderlich; in meiner Versuchsreihe lag das 
Optimum bei "/,,-Essigsiure, sowohl bei héheren als auch bei 
niedrigeren Aciditéten nahmen die Verseifungszahlen ab. 

Sterilisierungsmittel. Ich habe mich durch besondere 
Versuche davon iiberzeugt, da8 bei Verwendung von Triolein 
als Substrat die Anwendung eines Antisepticums nicht not- 
wendig ist. 


Tabelle XIil. 

0,005 g Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1 ccm "/,9-Essigsiure. Ver- 
suchsdauer: 8 Tage. Temperatur: 20°, Taglich 5mal je 2 Minuten lang 
geschiittelt. 

Wasser mit Thymol gesiitt.: 29,52 com /,9-NaOH verbr.; 89,04 °/, Esterspaltg. 
» ohne ,, —— - »» 389,89°/, ” 

Mit einer in der iiblichen Weise (ohne Thymol) hergestellten 
Enzymmischung, die 30 Tage bei gew6hnlicher Temperatur stehen 
blieb, wurde auBerdem durch Impfung ein Plattenkulturversuch 
gemacht. Die nach 48 Stunden entstandenen Bakterienkolonien 
waren so geringfiigig, daB die Mischung als annahernd bakterien- 
frei angesehen werden konnte. Verwendet man hingegen ent- 
dltes Ricinussamenpulver, so ist die Anwendung eines Sterili- 
sierungsmittels — am besten Thymolwasser — anzuraten. 
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4. Wirkung der Vorbehandlung von Enzympriparaten mit 

Wasser oder verdiinnter Essigsiure. Autokatalyse. 

Die Beobachtung, da8 Ricinuslipase nur bei Anwesenheit 
einer freien Séure fettspaltend wirkt, fiihrte schon Connstein, 
Hoyer und, Wartenberg (Il. c., 8. 4001) auf den Gedanken, 
daB die Saéure bei dem Spaltungsvorgang médglicherweise ein 
Proferment (Zymogen) aktivieren kénnte. Da die genannten 
Autoren aber die Wirkung langere Zeit mit Séure vorbehandelter 
Ricinussamen nach Entfernung der Saéure unverandert fanden 
— der von der Saure befreite Samenriickstand wirkte auch 
wieder nur auf erneuten Savrezusatz lipolytisch —, wiesen sie 
die Annahme der aktivierenden Wirkung der Séure zuriick. 
Yoshio Tanaka’) dagegen fand, da8 mit optimalen Saure- 
mengen vorbehandelte RicinuspreBkuchen nach dem sorgfaltigen 
Wiederauswaschen der Saéure mit Wasser auf fette Ole stark 
hydrolysierend einwirkten, ohne da8 erneuter Saéurezusatz ndotig 
war, und bezeichnet demgem&é8 die Lipase als unldsliches 
Zymogen, das durch Sfuren leicht in unldésliches wirksames 
Enzym umgewandelt wird. 

Um diesen Widerspruch woméglich aufzuklaren, habe ich 
zunachst mit sorgfaltig entéltem Ricinussamenpulver die folgen- 
den Versuche angestellt. Durch die Versuchsreihe auf Ta- 
belle XIII wurden die fiir die Verseifung von 1,0 g Trioleip 
optimalen Mengen von Ricinuspulver und Essigséure ermittelt. 


Tabelle XIII. 
1 g Triolein, 1 com Wasser. Temperatur: 20° im Wasserthermostat. 
Tiaglich 5mal je 2 Minuten geschiittelt. Versuchsdauer: 48 Stunden. 


a Aciditat Jo Neon Esterspaltung 
s (Essigsaure)  o- o/, 
0,005 ‘. 5,42 16,36 
0,01 1/100 17,11 51,61 
0,05 ace 2838 8561 
0,10 | dl 22°45 67,72 
0,10 ~ 30,01 90,52 


Von 0,1 g Ricinussamenpulver mit 1 ccm %/,,-Essigsaure 
werden also innerhalb 48 Stunden 90,5°/, Triolein verseift. Die 


1) Chem. Centralbl. 1910, IT. 1637; nach Journ. of the College of 
Engineering Tokyo 5, 25 bis 42. Das Original war mir nicht zugianglich. 
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Versuchsreihe zeigt auSerdem sehr deutlich den Einflu8 der 
Aciditaét auf die Verseifungszahl. Durch 0,05 g Ricinussamen- 
pulver mit 1 ccm %/,,-Essigsiure wurden 85,61°/,, also be- 
deutend mehr verseift als durch die doppelte Enzymmenge 
(0,1 g) mit 1 ccm ®/,,,-Essigsiure (67,7°/,). 

Der folgende Versuch A gibt zuniachst iiber den Einfluf 
der Vorbehandlung des Ricinussamenpulvers mit destilliertem 
Wasser auf die Wirkung des Enzyms AufschluB. 


Versuch A. 


20 g Ricinussamenpulver wurden mit 200 com Thymolwasser 
48 Stunden lang unter 6fterem Umschiitteln stehen gelassen, hiecrauf 
filtriert, mit 200 ccm destillierten Wassers gewaschen, an der Saugpumpe 
abgesaugt und iiber Schwefelséure getrocknet. Trockenriickstand 14,48 g. 
Hiervon wurden 10,0 g mit 100 ccm Wasser gut verriihrt und titriert; 
verbraucht 16,4 com "/;9-Natronlauge. 

Das Filtrat samt Waschwasser wurde titriert und verbrauchte 
27,6 ccm "/;9-Natronlauge. 

Von dem riickstindigen Pulver dienten je 0,1 g mit wechselnden 
Mengen Essigsiure in 1 com H,O zur Verseifung von je 1,0 g Triolein: 
Versuchsdauer: 48 Stunden. 5 mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. 
Temperatur: 20°. 


Essigséure: 0,0; verbr. ®/;9-Natronlauge: 1,68 ccm; Esterspaltung: 5,06°/,. 
os” a a 1,90 com; * 5,97 9/4. 
» Mos » - 30,57 ccm; 0 92,21 %/.. 
Vorbehandlung wahrend 48 Stunden mit Wasser allein hat 
also auf die enzymatische Wirksamkeit des entélten Ricinus- 
pulvers nur insofern einen EinfluB gezeigt, als bei der niedrigen 
Aciditaét von */,,,-Essigsiure nur eine minimale Lipolyse statt- 
fand. Mit */,,-Essigsiure wurde noch etwas mehr Triolein 
verseift als in dem entsprechenden Versuch der Tabeile XIII. 
Fast das gleiche Ergebnis hatte die Vorbehandlung des 
Ricinussamenpulvers mit "/,,.-Essigsaure. 


Versuch B. 


20 g Ricinussamenpulver wurden mit 200 ccm */j99-Essigséure 
(Thymol) 48 Stunden unter dfterem Schiitteln stehen gelassen und weiter 
ebenso behandelt, wie es bei Versuch A angegeben ist. Trockenriickstand 
15,54 g. Hiervon 10,0 g mit Wasser verriihrt und titriert; verbraucht 
19,8 ccm */,,-Natronlauge. 

Bei der Titration des Filtrats und der Waschwasser verbraucht: 
56,5 com °/,,.-Natronlauge. 
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Von dem riickstiindigen Pulver dienten je 0,1 g mit wechseinden 
Mengen Essigsiure in 1 ccm H,O zur Verseifung von je 1,0 g Triolein. 
Versuchsdauer: 48 Stunden; 5mal taglich je 2 Minuten lang ge- 
schiittelt. Temperatur: 20°. 
Essigsiure: 0,0; verbr. °/,9-Natronlauge: 1,65 com; Esterspaltung: 4,97 °/ . 
” ®*/1003 ” ” 2,23 ccm; ” 6,72 % os 
” */103 ” ” 30,19 ccm; ” 91,07 °/,. 
Ein ganz unzweifelhaft positives Resultat hatte hingegen 
die Vorbehandlung des Ricinussamenpulvers mit %/,,-Essigsaure. 


Versuch C. 


20,0 g Ricinussamenpulver wurden mit 120 ccm */;9-Essigsiure 
(Thymol) 48 Stunden unter éfterem Schiitteln stehen gelassen und weiter 
behandelt wie in Versuch A angegeben. Trockenriickstand 14,96 g. Hier- 
von 10,0g mit 100 com H,O gut verriihrt und titriert; verbraucht 
27,0 com */;9-Natronlauge. 

Bei der Titration des Filtrats und der Waschwasser verbraucht: 
151,2 ccm */,,-Natronlauge. 

Von dem riicksténdigen Pulver dienten je 0,1 g ohne resp. mit 
wechselnden Mengen Essigsiure, 1 com H,O zur Verseifung von je 1,0 g 
Triolein. Versuchsdauer: 48 Stunden; 5mal taglich je 2 Minuten lang 
geschiittelt. Temperatur: 20°. 

Essigsiure: 0,0; verbr.®/,)-Natronlauge: 30,05 ccm; Esterspaltung: 90,65 °/,. 

a ao o» 29,92 ccm; - 90,25 °/,. 

a Ne. oe 7” 27,40 com; ” 82,65°/,. 

Nach Vorbehandlung mit °/,,-Essigsiure auBerte also das 
Ricinussamenpulver die maximale lipolytische Wirkung ohne 
erneuten Essigsiurezusatz; ein solcher (*/,,-Essigséure) setzte 
sogar die Verseifung merklich herab. 

Die zuletzt mitgeteilten Versuche (Tabelle XIII bis Versuch C) 
sollen noch etwas naher erértert werden. Es zeigte sich, dai 
entfettetem Ricinussamenpulver durch Wasser allein eine nicht 
ganz unerhebliche Menge saurer wasserléslicher Substanz ent- 
zogen wird. Durch den Wegfall dieser chemisch nicht definier- 
baren Siéiuremenge wurde die Wirksamkeit des Pulvers in- 
sofern geschmiilert, als 0,1 g davon auf erneuten Zusatz von 
1 com ®/,,,-Essigséure von 1,0 g Triolein nur 5,97°/, verseiften, 
wahrend unter sonst gleichen Bedingungen nicht mit Wasser 
vorbehandeltes Pulver 67,72°/, verseifte. Nach Zusatz von 
1 com °/,,-Essigsiéure wirkte sowohl das mit Wasser als auch das 
mit ®/,o9-Essigsiure vorbehandelte Pulver maximal. Es scheint 
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sonach, daS der Wegfall der natiirlich im Pulver vorhandenen 
wasserléslichen Saéure doch schon eine, wenn auch geringfiigige 
Schwachung der fettspaltenden Wirkung bedingt. 

Nach Vorbehandlung des Pulvers mit ®/,,. resp. ®/,,*Essig- 
saure wihrend 48 Stunden findet man in den wisserigen Fil- 
traten nach Abzug der bei der Vorbehandlung verwendeten 
Sauremenge noch etwas mehr Saure als im Filtrate nach Vor- 
behandlung mit Wasser. Die Differenzen sind aber nicht sehr 
erheblich, und nach Extraktion mit ®/,,-Essigsiure war dieser 
SaureiiberschuB sogar kleiner als bei Verwendung von ®/,,..-Essig- 
siure; es ergaben sich so aus je 20,0g des Pulvers in 
Versuch A (Behandlung mit Wasser) eine Saéuremenge ent- 

sprechend 27,6 ccm %/,,-Natronlauge, 

a B (Behandlung mit "/,,,-Essigsiure) eine Sauremenge 
entsprechend 36,5 ccm ®/,,-Natronlauge, 

. C (Behandlung mit */,,-Essigsiure) eine Siuremenge 
entsprechend 31,2 ccm ®/,,-Natronlauge. 

Das mit ®/,,.-Essigsiure vorbehandelte Pulver verhielt sich 
fast genau ebenso wie das mit Wasser vorbehandelte; es wirkte 
nur auf erneuten Zusatz von "/,,-Essigsiure maximal fett- 
spaltend. Nach Vorbehandlung mit °/,,-Essigsiure wird 
das Maximum der Hydrolyse (90,65°/,) durch Zusatz 
von Wasser allein erreicht. 

Das wie oben angegeben vorbehandelte Pulver war in 
allen drei Versuchen noch nicht séurefrei. Nach der Verteilung 
in 100 ccm Wasser neutralisierte es bei der Titrierung noch 
erhebliche Mengen von ®/,,-Natronlauge, und zwar 


in Versuch A (Wasserbehandlung). .... . 16,4ccm 
- je B (Behandlung mit "/,,.-Essigsiure) 19,8 _,, 
” ” C ( ” ” Bl 10° ” ) 27,0 ” 


Es 1a8t sich zwar nicht entscheiden, ob durch das an- 
gewandte Verfahren dem Pulver darin noch vorhandene saure 
Kérper vollstandig entzogen worden sind, es ergibt sich aber 
positiv, da die auf diesem Wege ermittelte Aciditaét des 
vorbehandelten und wieder getrockneten Pulvers durch die 
Vorbehandlung mit Essigsiure, und zwar im Verhiltnis zu der 
bei der Vorbehandlung verwendeten Essigsiuremenge, vermebrt 
wurde. 
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Da die bei der Vorbehandlung verbrauchte Essigsauremenge 
in den Filtraten sich wiederfand und stets ein SaureiiberschuB, 
niemals ein Sauredefizit auftrat, ist anzunehmen, da8 durch 
die Essigsiure eine andere, unbekannte Saure in Freiheit ge- 
setzt worden ist, die wegen geringer Wasserléslichkeit bei der 
gewahlten Versuchsanordnung fast gar nicht in das Filtrat 
iiberging, sondern in dem Pulverriickstand zuriickblieb. 

Auf Grund der vorstehend mitgeteilten Tatsachen gewinnt 
unstreitig die Annahme an Wabhrscheinlichkeit, daB die freie 
Saéure bei der lipolytischen Wirkung des Ricinussamenpulvers 
eine aktivierende Rolle spielt. Da das nach vorhergegangener 
Behandlung mit °/,,-Essigsiure ohne weiteren Siurezusatz 
maximal wirkende Pulver die fiir die maximale Wirkung sonst 
erforderliche Essigsiuremenge etwa durch Adsorption festgebunden 
noch enthalten kénnte, ist wohl von der Hand zu weisen, da 
in diesem Falle schon die Titrierung des Filtrates bei der 
Vorbehandlung ein bedeutendes Sauredefizit aufweisen miBte. 
Im iibrigen liegen aber die Verhiltnisse in dem aus einer 
Menge verschiedener Stoffe bestehenden Ricinussamenpulver 
so kompliziert, daB es miiBig wire, iiber die Vorginge bei der 
aktivirenden Wirkung der freien Séure Vermutungen aus- 
zusprechen. 

Die Erwartung, durch analoge Versuche mit dem gereinigten 
Enzym den Sachverhalt weiter aufklaren zu kénnen, hat sich 
leider nicht erfiillt. Ich teile trotzdem meine einschlagigen 
Beobachtungen im nachstehenden mit. 

Nicloux (l.c., 8.47) hat angegeben, daB bei der Be- 
handlung des gereinigten Enzyms (Lipaseidin) mit Wasser oder 
verdiinnter Siaure die lipolytische Wirkung sofort verloren 
geht; sowohl Filtrat als auch Filterriickstand waren unwirksam. 
Meine Beobachtungen iiber den EinfluB der Wasserbehandlung 
der gereinigten Ricinuslipase fiihrten zu einem etwas ab- 
weichenden Resultate. 


Versuch D. 


4 Glaser mit je 0,005 g gereinigtem Enzym und 0,6 com Thymol- 
wasser wurden in der Maschine 4/, Stunde lang geschiittelt und hierdurch 
das Enzym im Wasser gut verteilt. Hiernach blieben die Glaser 22 Stunden 
lang stehen; sodann in jedes der Glaser 1,0 g Triolein eingewogen und 
die unten angegebenen Mengen von Essigsiure hinzugegeben, Versuchs- 
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dauer von da ab 48 Stunden; taglich 5mal je 5 Minuten lang geschiittelt. 
Temperatur: 20°. 


eo Verbrauchte 
_ Essigsaure n/,9-Natronlauge Esterspaltung 
a ccm °/o 
l 0,0 0,99 2,98 
2 0,006 4,32 13,03 
3 0,0006 23,50 70,89 
4*) 0,0006 23,20 70,00 


*) Diese Kontrollprobe war 72 Stunden lang der Wirkung des 
Wassers ausgesetzt. 

Es zeigte sich also, daS durch die Wasserbehandlung 
— allerdings unterblieb in meinem Versuch die Filtration — 
die Wirksamkeit des Enzyms zwar erheblich geschwicht, aber 
nicht aufgehoben wurde. Das Enzym erwies sich insbesondere 
nach der Wasserbehandlung als viel empfindlicher gegen Essig- 
siure; mit "/,,.-Essigsiure wurde immerhin noch die Verseifung 
von 70,0°/, erreicht. 

Auch durch die Behandlung des gereinigten Enzyms mit 
verdiinnter Essigsiiure und darauffolgende Filtration wird die 
Wirksamkeit nicht unter allen Umstinden aufgehoben. 


Versuch E. 

0,05 g gereinigte Lipase wurden mit 10 com "/.9-Essigsiure 2 Mi- 
nuten lang geschiittelt, an der Saugpumpe filtriert und 2mal mit je 5ccm 
H,O ausgewaschen. Filterriickstand im Exsiccator getrocknet 0,012 g. 
Davon je 0,005 g mit 1,0 g Triolein, 1,0 g Wasser und unten angegebenen 
Essigsiuremengen gemischt. Versuchsdauer: 48 Stunden; 5mal taglich 
je 2 Minuten lang geschiittelt. Temperatur: 20°. 


aia Verbrauchte 
Essigsaiure 2/,-Natronlauge Esterspaltung 
g ccm %o 
0,0 1,77 5,33 
0,0006 1,80 5,42 
Versuch F. 


0,05 g gereinigte Lipase. 5 ccm */;99-Essigsiure. Sonst verfabren 
wie bei Versuch E. Trockenriickstand 0,009 g, davon 0,005 g mit 1 com 
®/,99-Essigsaure und | g Triolein gemischt. Versuchsdauer usw. wie oben 
in Versuch E. 


Verbrauchte °/19-Natronlauge Esterspaltung 
com % 
13,81 41,66 


Wahrend starkere (*/,,-)Essigsiure die Wirksamkeit des 
Riickstandes auf ein Minimum herabsetzte, werden nach Vor- 
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behandlung mit schwicherer Saure (*/,,,) noch 44,66°/, ver- 
seift. Eine aktivierende Wirkung des Saéurezusatzes war nicht 
zu erkennen. 

Versuch G und H zeigen endlich, daB bei Vermeidung der 
Filtration nach Vorbehandlung des Enzyms nicht nur mit ®/,,,, 
sondern sogar noch mit °/,,-Essigsiure die Wirksamkeit des 
Enzyms, im letzteren Falle bis zu 67°/, Verseifung erhalten bleibt. 


Versuch G. 

0,005 g gereinigte Ricinuslipase in der Maschine mit 0,6 com °/i99- 
Essigsiure 1/, Stunde lang geschiittelt, hierauf 22 Stunden stehen ge- 
lassen und dann 1,0 g Triolein zugewogen. Versuchsdauer: 48 Stunden; 
5mal taglich je 5 Minuten lang geschiittelt, Temperatur: 20°. 


Verbrauchte ®/,)-Natronlauge Esterspaltung 
com °/o 
18,71 56,44 
Versuch H. 


In zwei Glasern je 0,005 g gereinigte Ricinuslipase mit 0,6 com 
*/,9-Essigsiure in der Maschine geschiittelt. Glas 1 dann 24 Stunden, 
Glas 2 72 Stunden stehen gelassen. Weitere Behandlung wie in Ver- 
such G. 

Glas 1. Verbr. °/;9-Natronlauge: 22,08 com; Esterspaltung: 66,60°/, 
a. - - 22,24 ccm; és 67,10 °/, 

Keiner dieser Versuche bietet einen Anhaltspunkt dafiir, 
daB die freie Saéure einen aktivierenden Einflu8 ausiibt; ein 
solcher hatte allerdings nur in den Versuchen E und F her- 
vortreten kénnen. Da aber in allen Versuchen eine Ab- 
schwachung der Enzymwirkung durch die Vorbehandlung zu 
beobachten war, so ist méglicherweise infolge dieser Abschwachung 
die aktivierende Wirkung der Essigséure nicht nachweisbar. 
Die Vermutung liegt sehr nahe, da8 die schadigende Wirkung 
der Vorbehandlung des gereinigten Enzyms mit verdiinnter 
Essigsdure usw. hauptsichlich dem Mangel von Schutzstoffen 
zuzuschreiben ist, wie sie wahrscheinlich im entélten Ricinus- 
pulver enthalten sind. Insoweit es sich um gereinigtes Enzym 
handelt, mu8 man wohl dem Fett (Substrat) die Bedeutung 
eines Schutzstoffes zuerkennen, da dieses Enzym nach vor- 
heriger Mischung mit dem Substrat auBerordentlich viel wider- 
standsfahiger ist. , 

Connstein, Hoyer und Wartenberg (I. c.) fanden, daB 
beim Ansatz von Ricinussamen mit 0] und Wasser allein 
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(ohne Séurezusatz) die Lipolyse sprungartig erst am 2. bis 
3. Tage beginnt (Autokatalyse). Der folgende Versuch zeigt, 
daB sich gereinigte Ricinuslipase analog verhilt. 


Versuch J. 

Je 0,005 g gereinigte Ricinuslipase, 1,0 g Triolein und 0,6 com 
Wasser wurden anfangs 10 Minuten lang, bis zur 9. Stunde astiindlich 
und in der Folge 5mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. 

Es wurden verseift: 


Nach 15° 15 Qh 4h gh 245 2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 
0,28 1,21 1,51 1,48 1,81 1,81 2,12 34,20 38,97 /,. 


5. Uber die Bestiindigkeit des Enzyms unter verschiedenen 
Bedingungen. 

In der Regel werden die Enzyme im Verlaufe der Reaktion 
nicht verbraucht, sondern behalten ihre Wirksamkeit mehr oder 
weniger ungeschwacht bei. fFiir Ricinuslipase (Cytoplasma) 
gibt Nicloux (Il. c., 8. 31) an, daB sie in der Tat wahrend des 
ganzen Verlaufs der Verseifung unverandert (,,comparable & lui 
méme“) bleibe. Die Versuche, durch die diese Annahme ge- 
stiitzt wird, erstrecken sich aber nur auf die Dauer einer Stunde. 

Ich habe hinsichtlich dieses Punktes verschiedene Versuche 
angestellt. Es gelang mir niemals, aus einem Enzymfettgemisch 
nach Ablauf der Verseifung durch Entfernung der fetten Stoffe 
mit Petrolither einen Riickstand zu gewinnen, der noch lipo- 
lytisch wirksam gewesen wire. 

Der folgende Versuch (Tabelle XIV) zeigt, daB die Wirk- 
samkeit des Enzyms nach 48stiindiger Tatigkeit zwar nicht 
sehr erheblich aber doch deutlich geschwacht ist und zwar bei 
kleineren Enzymmengen mehr als bei gréBeren. 


Tabelle XIV. 
Versuchsdauer: 96 Stunden. Temperatur: 20°. Taglich 5mal je 
2 Minuten lang geschiittelt. 
0,005 g trock. R.-Lipase, 0,01 g trock. R.-Lipase, 
0,005 g trockene R.-Li- 1.0g Triolein, 2ccm"/,o.- 0,01 g trockene R.-Li- 1,0g Triolein, 2 ccm " ,o9- 
pase, 2,0 g Triolein, Essigsiure. Nich 48Std. pase, 2,0 g Triolein, Essigsiure. Nach 48Std. 


2ccm */,-Essigséure. noch 1,0 g Triolein zu- 2 ccm "/,99-Essigsiure. noch 1,0 g Triolein zu- 
vegeben. gegeben. 


Verbrauchte Vv Verbrauchte — Verbrauchte Ver- Verbrauchte 


“ Y : f Ver- 
*/19-Natron- |: ®/,9-Natron- _-,_"/,.-Natron- Sateen. 
he auge seifung / “lauge seifung / *tauge seifung © a age seifung 
ccm °/o ecm 9% ccm e/, ccm e%, 


62,10 78,58 40,01 60,34 59,82 90,22 54,21 81,76 
Biocbemische Zeitschrift Band 36. 31 
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Trockene gereinigte Lipase ist sehr gut haltbar. Ein am 
20. Januar 1911 hergestelltes Praparat wurde sogleich nach der 
Darstellung und 6 Monate spiter am 20. Juli auf seine Wirk- 
samkeit gepriift; es war in einer Glasstépselflasche im Dunkeln 
aufbewahrt worden. Am 20. Januar verseiften 0,005 g binnen 
48 Stunden von 1,0 g Triolein (mit 1 ccm %/,,,-Essigsaure) 
88,95°/,, 6 Monate spiter unter den gleichen Bedingungen 
86,55°),. 

Weiterhin hat sich aber das unerwartete Resultat ergeben, 
da8 sowohl trockene Ricinuslipase als auch Niclouxsche Cyto- 
plasmasuspension in Cottonél durch die Einwirkung von Neu- 
tralfett (Triolein, Ricinusédl, Cottondl) ohne Anwesenheit 
von Wasser oder verdiinnter Essigsaéure ziemlich rasch 
an Wirksamkeit verliert. Die hierauf beziiglichen Versuche 
sind in Tabelle XV bis XVIII zusammengefa8t. Trockenes 
oder suspendiertes Enzym blieb verschieden lange Zeitréume (7’) 
mit dem betreffenden Fett innig gemischt stehen. Hierauf erst 
wurden die Proben abgewogen, mit 1 ccm "/,,9-Essigséure 


Tabelle XV. 
Fettart: Triolein. Trockene Ricinuslipase. Temperatur: 20 bis 22°; 


Menge trockener Verbrauchte , 
pecan Lipase auf 1,0 g °/;9-Natronlauge Verseifung 
(7) Triolein ccm e%, 
1/> 0,005 6,43 19,9 
0,010 10,45 39,25 
0,015 13,92 42,00 
0,020 16,80 50,60 
72 0,005 2,06 6,21 
0,010 3,38 10,19 
0,015 5,74 17,31 
0,020 8,88 26,78 


Tabelle XVa. 
Fettart: Ricinusél. Temperatur: 20 bis 22°. Trockene Ricinus- 
lipase. 
, Verbrauchte F 
Untersucht Lipasemenge auf , /yo-Natronlauge Verseifung 
ccm 


nach (7') 1,0 g Ricinusél /, 
od Ps 0,005 8,40 26,16 
0,010 14,74 45,90 
0,015 16,58 51,63 
0,020 20,04 62,41 
712 0,005 5,68 17,68 
0,010 10,70 33,32 
0,015 15,97 49,73 


0,020 15,12 47,09 
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emulsioniert?) und nach einer Versuchsdauer (Verseifungszeit) 
von 30 Minuten titriert. 

Tabelle XVI. 


Cottonélaafschwemmung. Temperatur: 20 bis 22°, 
Verbrauchte 


Untersucht Lipasemenge in , Verseif: 
nach (7') 1,0 g Cottonél /1o-Natronlauge . — 
com /o 
1/2 0,002 3,38 8,99 
0,004 6,66 17,71 
0,008 12,00 31,91 
0,016 20,72 55,10 
0,025 23,35 62,10 
2 0,002 2,95 7,84 
0,004 6,03 16,03 
0,008 12,06 32,07 
0,016 20,70 55,05 
0,025 23,48 62,44 
4 0,002 2,68 7,07 
0,004 6,28 14,04 
0,008 10,40 27,60 
0,016 20,51 54,55 
0,025 23,29 62,00 


Tabelle XVII. 
Cottonélaufschwemmung. Temperatur: 20 bis 22°. 
Verbrauchte 


Untersucht Lipasemenge in , Verseifun 

nach (7) 1,0 g Cottons! _*/10-Natronlauge gees 
ccm lo 

1/,» 0,001 1,68 4,46 

0,002 3,40 9,04 

0,003 5,21 13,85 

0,004 6,70 17,82 

0,005 8,31 22,10 

0,010 15,36 41,57 

0,015 19,96 53,08 

0,020 22,18 58,99 

0,025 23,05 61,30 

144° 0,001 0,20 0,53 

0,002 0,39 1,03 

0,003 0,81 2,15 

0,004 1,40 3,72 

0,005 2,22 5,90 

0,010 7,18 19,09 

0,015 13,66 36,33 

0,020 19,60 52,12 

0,025 20,61 54,81 


Die Abnahme der Wirksamkeit tritt am starksten hervor 
an den Suspensionen von trocknem Enzym in Triolein. Binnen 


1) Bei allen diesen Versuchen konstatierte ich, da8 die Emulsio- 
nierung mehr oder weniger lange Zeit vorher in Neutralfett suspendierten 
En weniger rasch und etwas schwieriger zu erreichen ist als mit 
frisch bereiteten Suspensionen. SchlieBlich wurde aber trotzdem stets 
eine gleichmaBige Emulsion erzielt, 


31* 
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drei Tagen sinken die Verseifungszahlen bei den kleineren Enzym- 
mengen auf ein Drittel, bei gréBeren auf etwa die Hilfte der 
Anfangswerte. Etwas weniger schadigend wirkt Ricinusédl auf 
trockenes Enzym. In Cottonélsuspensionen (wobei das Enzym 
nicht vorher in trocknem Zustande isoliert worden, sondern der 
Enzymgehalt, wie anderenorts [Abschnitt 7] angegeben, be- 
stimmt und variiert worden ist) ist die Wirkungsabnahme nach 
4 Stunden nur bei Enzymmengen bis zu 0,008 g deutlich, nach 
6 Tagen ist sie bei allen Enzymmengen erheblich, aber auch 
in diesem Falle wieder bei groBen Enzymmengen sehr viel ge- 
ringer als bei kleinen. Es ist sehr wahrscheinlich, da8 sich 
dieser — vermutlich bei verschiedenen Neutralfetten verschie- 
dene — schiadigende EinfluB des Substrates auf das Enzym 
bei allen quantitativen Versuchen als Fehlerquelle um so mehr 
geltend machen wird, mit je kleineren Enzymmengen gearbeitet 
wird und auf je laingere Zeitraume sich die Versuche erstrecken. 


6. Uber den Einflu8 der Enzymmengen und Substratmengen. 


Ein in Tab. I mitgeteilter Versuch zeigt, daB 0,003 g 
trockener Ricinuslipase mit 0,6 ccm "/,,.,-Essigsiure von 1,0 g 
Triolein in 6 Tagen 88,44°/, verseiften, und da die Steigerung 
der Enzymmenge auf 0,005 g unter den gleichen Bedingungen 
keine erhebliche Zunahme der Verseifungszah) mehr bewirkte. 
Das optimale Verhaltnis von Enzym zu Substrat ware hiernach 
3 bis 5: 1000. 

Eine weitere, in Tab. XVIII wiedergegebene Versuchsreihe 
wurde mit 2,0 g Triolein (2 ccm ®/,,,-Essigséure) und bis zu 0,08 g 
gesteigerten Mengen trockener Ricinuslipase angestellt. 

Tabelle XVIII. 


Je 2,0 g Triolein, 2 com */;99-Essigsdure. Temp. 20°. Versuchs- 
dauer 5 Tage; taglich 3mal je 2 Minuten lang geschiittelt. 


id ‘ Verbrauchte . x 
Ricinuslipase »/, »-Natronlauge Verseift oa. 

0) le 

8 oom lo (=) V 

0,001 27,26 41,63 41,63 
0,002 40,60 61,23 43,30 
0,004 48,63 73,35 36,67 
0,005 52,10 78,58 35,14 
0,008 58,81 88,70 31,40 
0,01 60,51 91,11 28,80 
0,02 61,68 93,03 20,80 
0,04 63,00 95,02 15,04 


0,08 63,80 96,22 10,75 
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Hier wird also die dem Maximum des obenerwahnten 
Versuchs (88,44°/,) entsprechende Verseifungszahl (88,70°/,) 
binnen 5 Tagen mit 0,008 g Enzym (4:1000) erreicht. Die 
Versuche mit kleineren Enzymmengen (0,5 bis 2,5: 1000) er- 
geben erheblich niedrigere Verseifungszahlen und lassen den 
hemmenden Einflu8 der um 100°/, vermehrten Substratmenge 
deutlich erkennen. Der Vergleich der beiden Versuchsreihen 
Tab. I und Tab. XVIII ergibt: 

Enzym in 1000 Substrat § Substratmenge 1,0 g Substratmenge 2,0 
1 verseift 78,7 °/, verseift 61,23°/, 
2 is 86,7°/, o»  78,35%, 

Das Maximum der Verseifung (96,22°/,) wurde in obiger Reihe 
(Tab. XVIII) erst mit 0,08 g Enzym (40: 1000) erreicht. Ver- 
seifungszahlen iiber 91 bis 92°/, bin ich sonst nie mehr bebegegnet. 

Tab. XIX enthalt eine mit groBen Substratmengen (100,0 g 
Cottonél) ausgefiihrte Versuchsreihe. Die Enzymmengen be- 


Tabelle XIX. 


Je 100 g Cottonél, 100 ccm */,,- Essigsiure. Zimmertemperatur: 
18 bis 20°. 


Trockene Versuchs- Ab- Verbrauchte 7 
Ricinuslipase dauer gewogen */,,-Natronlauge Verseift om 
g in Tagen g com % vé 
( 10 18,54 1,13 0,32 0,32 
22 11,78 0,78 0,23 
— 50 3.61 0,38 0,56 
90 5,27 0,62 0,62 0,62 
{ 10 6,03 0,62 0,54 0,38 
0.01 22 7,10 0,68 0,51 
’ | 50 7,48 0,96 0,68 
90 5,23 0,82 0,83 0,58 
( 10 6,06 3,93 3,45 1,72 
0.02 22 6,97 5,08 3,87 
, | 50 17,94 16,02 5,01 
90 2,83 2,64 6,23 2.61 
{ 10 6,65 36,44 29,21 10,32 
0.04 22 2,73 16,80 32,78 
4 | 50 7,86 49,11 33,29 
90) 2,01 12,62 32,50 11,49 
10 6,55 63,14 51,30 12,82 
0.08 22 2,19 21,72 52,53 
: 50 3,90 39,54 53,89 i 
90 2,41 24,00 52,99 13,24 
10 5,67 70,75 66,32 11,72 
0.16 22 6,36 80,29 67,18 
4 50 3,13 39,72 63,39 
90 2,03 25,80 67,68 11,96 
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trugen 0,005 bis 0,16 g trockener Ricinuslipase (0,05 bis 1,6: 1000 
Substrat). Versuchsdauer 90 Tage. 

0,05 bis 0,2g Enzym auf 1000 Substrat bewirkten also 
eine minimale Verseifung von 0,62, 0,83 und 5,23°/,, wahrend 
mit 0,16g Enzym (1,6: 1000) 67,68°/, des Substrats verseift 
wurden. Letztere Zahl entspricht ziemlich genau dem Mittel 
(67,29°/,) der in der Konzentration von 1:1000 (61,23°/,) und 
2:1000 (73,35°/,) mit 2,0g Triolein erhaltenen Verseifungs- 
zahlen (vgl. Tab. XVIII). 

Die Versuchsreihe der Tab. XIX zeigt auBerdem, da8B auch 
bei der sehr langen Versuchsdauer von 90 Tagen eine fort- 
schreitende Wirkung des Enzyms nur in sehr geringem MaBe 
zu beobachten ist. Bei den kleinen Enzymmengen (0,005 bis 
0,02 g) findet zwar bis zum 90. Tage eine geringe stetige Zu- 
nahme der Verseifung statt, die Zahlen bewegen sich aber hier 
nahe an den Fehlergrenzen. Bemerkenswert ist, da8 zwischen 
den Enzymkonzentrationen von 0,2 bis 0,4: 1000 die Verseifungs- 
zahlen sprungweise zunehmen. Die Zunahme der Verseifung 
mit den gréSeren Enzymmengen (0,04 bis 0,16 g) vom 10. bis 
zum 90. Tage ist sehr unbedeutend. Offenbar liegen hier von 
dem natiirlichen Gleichgewicht verschiedene Endzustande vor, 
wie sie zuerst Tamann’) fiir andere Enzyme nachgewiesen hat. 

Nicloux (l.c., 8. 33) fand, da8 bei kleinen Enzymmengen 
und Versuchszeiten die verseiften Mengen den Enzymmengen 
proportional sind. Meine Beobachtungen bestatigen dies. 


Tabelle XX. 
Je 1,0 g Cottonél, 1 com */;99-Essigsiure. Temperatur: 22°. Ver- 
suchsdauer: 30 Minuten. 


Enzymmenge (¢) Verbrauchte P 

(Ricinuslipase in */,9-Natronlauge Verseift (x) : 

Aufschlemmung) ccm 9%, ? 
0,001 1,68 4,46 4,46 
0,002 3,40 9,04 4,52 
0,003 5,21 13,85 4,65 
0,004 6,70 17,82 4,45 
0,005 8,31 22,10 4,40 
0,010 15,63 41,57 4,16 
0,015 19,96 53,08 3,54 
0,020 22,18 58,99 2,99 
0,025 23,05 61,30 ~. 2,41 


1) Zeitechr. f. physiol. Chem. 16,271. Vgl. auch Euler, Ergebn. 
d. Physiol. 9, 261. 
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Bei der Versuchsdauer von 30 Minuten bestand also 
fast genaue Proportionalitét fiir die Enzymmengen von | bis 
10: 1000, bei héheren Enzymmengen und Verseifungszahlen iiber 
41,57°/, nicht mehr. Die Versuche auf Tab. XVIII und XXI 
ergeben, daB bei langerer Versuchsdauer iiberhaupt keine Pro- 
portionalitat mehr vorhanden ist. 


Tabelle XXI. 
Aufschlemmung von Ricinuslipase in Cottonél. Uber die naheren 
Versuchsdaten vgl. Tab. XXXIV—XXXVIII. 


Ricinuslinpase Versuchszeit Verseift 
in Minuten 0 
e lo 
15 4,92 
30 8,64 
0, 45 11,46 
60 13,96 
90 21,01 
15 9,84 
30 17,42 
0, 45 23,19 
60 29,25 
90 36,46 
15 18,30 
30 28,13 
0,00 45 35,42 
60 42,47 
90 52,02 
15 30,74 
30 49,57 
0,01 45 58,24 
60 65,77 
90 74,09 
15 38,30 
30 58,00 
0, 45 66,70 
60 74,25 
90 80,11 


In der folgenden Tab. XXI a sind die aus Tab. XXI fiir die ver- 


schiedenen Zeiten und Enzymmengen berechneten Werte von = 


und —~. iibersichtlich zusam mengestellt. 
é 


In der Versuchsreihe Tab. XXI ergab sich demnach Pro- 
portionalitét fiir die Enzymkonzentrationen von | bis 4: 1000 
und die Versuchszeiten bis 60 Minuten. Die Versuchsdauer von 
90 Minuten lieB die Proportionalitaét schon ganz vermissen. 





le ee 
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Tabelle XXIa. 
nach 15’ nach 30/ nach 45’ nach 60’ nach 90’ 
x x x x x x 2“ x x r 


& v e & ve é ve & ve & Vv P 
4,92 492 864 864 11,46 11,46 13,96 13,96 21,01 21,01 
4,92 6,96 8,71 12,31 11,59 16,07 14,62 20,20 18,20 25,70 
4,57 9,15 7,00 14,06 8,85 17,71 10,62 21,23 13,00 26,00 
3,84 10,86 6,19 17,5 7,28 20,6 8,22 23,22 9,26 26,10 
3,20 11,00 4,85 16,7 5,55 21,4 6,18 21,14 6,67 23,12 


Euler (!.c.) fand bei der Berechnung eines von Connstein, 
Hoyer und Wartenberg (l.c.) mit Ricinussamenpulver ange- 
stellten Versuches, wobei gleiche Enzymmengen auf verschie- 
dene Substratmengen (Ricinusél) einwirkten, daB die Versuchs- 
daten gut mit dem von Arrhenius aufgestellten Gesetz tber- 
einstimmten, das als eine Erweiterung der Schiitzschen Regel 
betrachtet werden kann und durch die Gleichung: 


1000 
1000 In 10002? k-e-t 


_ 
oOo. tO 


ausgedriickt wird. 

Die weitere Bearbeitung meines Zahlenmaterials ergab nun, 
da8 fiir langere Versuchszeiten (iiber 60’) und innerhalb eines 
ziemlich weiten Bereichs von Enzymkonzentrationen das Ver- 
haltnis von Verseifungszahl (x) und Enzymmenge («e) annahernd 


der Schiitzschen Regel: 7 = Konst. entspricht. Bei den 


é 
héheren Verseifungszahlen besteht die Beziehung nicht mehr. 


Die Werte fiir = resp. *_ sind in den Tabellen XVIII und 


Ve 


XIX hinter den Verseifungzahlen angegeben, die Werte fiir « 
als Vielfache der kleinsten gleich 1 gesetzten Enzymmenge in 
Rechnung gestellt (vgl. auch Tab. XXIa). 


7. Uber den zeitlichen Verlauf der Hydrolyse durch 
Ricinuslipase. 

Am Schlusse dieses Abschnitts sind in Tabelle XXII bis 
XXXIII die Ergebnisse von 17 Versuchsreihen iiber den zeit- 
lichen Verlauf der Hydrolyse durch Ricinuslipase mitgeteilt. 
Da, wie ich schon im 3. Abschnitt hervorhob, eine der Haupt- 
fehlerquellen bei quantitativen Versuchen in der Schwierigkeit 
zu bestehen scheint, die Emulsionierung und Mischung in vielen 
einzelnen Proben ganz gleichmaBig zu bewerkstelligen, habe ich 
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zunachst mit Riicksicht auf diesen Punkt die Versuchsbedin- 
gungen variiert. Tab. XXII betrifft einen Versuch, in dem 
zwecks der Emulsionierung nur einmal am Anfang des Ver- 
suchs mit der Hand geschiittelt wurde und die Proben dann 
48 Stunden ruhig stehen blieben. In den Reihen Tab. XXIII 
bis XXV fand nur bis zur 8. Versuchsstunde zeitweilige Schiit- 
telung mit der Hand statt. In der Reihe Tab. XXV wurde 
dauernd in der StoBschiittelmaschine, in den Reihen Tab. XX VII 
bis XXXIII dauernd in der vertikal rotierenden Maschine ge- 
schiittelt. Die besten und gleichmaBigsten Resultate erhalt 
man, wie sich aus dem Vergleich der mit gleichen Enzymmengen 
angestellten Versuche ergibt, bei dauernder Schiittlung in der 
rotierenden Maschine. Wahlt man zum Vergleich die bei gleicher 
Enzymmenge nach der gleichen Zeit, z. B. nach 240’, erreichte 
Verseifungszahl, so erhaélt man folgende Reihe: 
x 

55,83 nur am Anfang geschiittelt, 

68,20 

51,01 } nur bis zur 8. Stunde zeitweilig geschiittelt, 

59,48 

62,71 dauernd in der StoBmaschine geschiittelt, 

65,94 

65,49 

64,43 ¢dauernd in der rotierenden Maschine geschiittelt. 

62,50 

69,35 

In einigen Reihen (Tab. XXXII bis XXXIII) mit trockener 
Lipase variierte ich die Enzymmengen. Da im allgemeinen die 
Ergebnisse meiner mit trockner Lipase ausgefiihrten Geschwindig- 
keitsversuche (Tab. XXIII bis XXXIV) den von Nicloux mit- 
geteilten Befunden nicht genau entsprechen, habe ich auBerdem 
noch mit nach Nicloux’ Verfahren hergestelltem aufzge- 
schlimmtem Enzym (Cytoplasma) 5 Versuchsreihen mit wech- 
selnden Enzymmengen angestellt (Tab. XXXIV bis XXXVIII). 
Nach Nicloux entspricht der zeitliche Verlauf der Hydro- 

lyse durch Ricinuslipase dem Gesetz fiir monomolekulare 
Reaktionen: 


1 a , ; 
7s ——==Konst. In keinem meiner Versuche, weder 
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mit trockener noch mit aufgeschlammter Lipase war diese Be- 
ziehung unzweideutig zu erkennen. Wie aus der letzten Kolumne 
der Protokolle ersichtlich, zeigten die nach obiger Gleichung 
berechneten Werte in fast allen Versuchen eine stetige Abnahme. 
Annihernde Konstanz kam nur vereinzelt und meist nur fir 
kiirzere Abschnitte am Anfang oder in der Mitte der Reihen vor. 

Dagegen fiigten sich in allen Versuchen die Resultate mehr 
oder weniger befriedigend der Schiitzschen Regel. Nachdem, 
wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt wurde, die Schiitzsche 
Regel in gewissen Grenzen fiir das Verhiltnis von Verseifungs- 
zahl und Enzymmenge anniahernd zutrifft, war das gleiche Re- 
sultat auch fiir das Verhaltnis von 2x zu ¢ (Zeit) vorauszusehen. 
Nach kurzen und sehr langen Versuchszeiten und fiir Verseifungs- 
zahlen iiber 80°/, versagt die Regel; sie pabt am besten fiir 
das Intervall der Werte von z von ca. 20 bis 75°/,. 

Herr Privatdozent Dr. O. Gros hatte die Giite, einige 
meiner Versuche mit trockner Lipase mit Hilfe der logarith- 


mischen Kurve der x nach der Gleichung a == Konst. zu be- 


rechnen (vgl. die vorletzte Kolumne in den betreffenden Proto- 
kollen). Die Rechnung ergab fiir m Zahlen, die zwischen 
0,57 bis 0,70 schwankten, und daB in mehreren Versuchen die 


hiernach berechneten Werte fiir a eine noch bessere Konstanz 


aufwiesen als die Werte fiir 7 wo m=(0,5 ist. 
t 


Tabelle XXII. 
Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1 g Triolein, 1,0 com */;99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. 
Nur im Anfang des Versuchs zur Herbeifiihrung der Emulsion ge- 
schiittelt. Dann bis zum Ende des Versuchs (48 Stunden lang) ruhig 
stehen gelassen. 


Versuchsdauer , na diemediate ge Verseifung . =. 100 ls — a 
Min. com %/, vé + eS 

20 2,80 8,45 1,389 0,1911 

30 3,82 11,53 2,10 0,1751 

60 8,00 24,13 3,0 0,1990 

120 11,39 34,36 3,1 0,1516 

240 18,51 55,83 3,7 0,1455 

480 22,18 66,90 3,0 0,0960 

1440 25,42 76,68 2,0 0,0463 

2880 29,21 88,11 1,6 0,0323 








Ricinuslipase. 467 


Tabelle XXIII. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1 g Triolein, 0,6 com */,,- Essig- 
saure. Temperatur: 20°. Nach der die Emulsion bewirkenden Anfangs- 
schiittlung bis zur 8. Stunde I stiindlich 2 Minuten lang geschiittelt, dann 
bis zur 24. Stunde ruhig stehen gelassen. 


Versuchs- Verbrauchte : 

dauer ®/,9-Natronlauge Verscifung = 7 i aw r.. 

Min. ecm Fy vé a . es 
10 2,60 7,85 2,4 1,57 0,3543 
20 4,20 12,67 2,8 1,55 0,2940 
60 9,10 27,75 3,5 1,58 0,2342 
120 14,40 43,44 3,9 1,49 0,2045 
180 16,70 50,38 3,7 1,47 0,1673 
240 22,61 68,20 4,5 1,47 0,2039 
480 26,36 79,54 3,6 1,06 0,1378 
1440 28,87 87,09 2,3 =~ 0,0593 

m = 0,68. 


Tabelle XXIV. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,6 com */;999-Essig- 
siure. Temperatur: 20°, Nach der ersten, die Emulsion bewirkenden 
Schiittlung bis zur 8. Stunde 1 stiindlich 2 Minuten lang geschiittelt, dann 
bis zur 24, Stunde ruhig stehen gelassen. 

Versuchs- Verbrauchte 


Verseifung ad x 100 a 
d ®/19-Natronl ? - ‘Ig — 
fe ee 
10 1,50 4,53 1,4 0,90 0,1995 
20 2,95 8,90 1,9 1,07 0,2010 
60 7,96 24,01 3,1 1,37 0,1979 
120 12,31 37,13 3,3 1,39 0,1671 
240 16,91 51,01 3,4 1,10 0,1269 
480 26,80 80,84 3,6 1,07 0,1435 
1440 28,10 84,78 2,2 _ 0,0558 
m = 0,7. 
Tabelle XXV. 


Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,6 com */,99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. Nach dor ersten die Emulsion bewirkenden 
Schiittlung bis zur 8. Stunde I stiindlich 2 Minuten lang geschiittelt, dann 
ohne weitere Schiittlung bis zur 24. Stunde ruhig stehen gelassen. 


Verbrauchte 





Versuchsdauer */,¢-Natronlauge Verseifung ow 100 oe. 
Min. ecm %/, vé o “Ore 
10 2,60 7,85 2,4 0,3543 
20 4,22 12,73 2,8 0,2940 
60 9,35 28,21 3,6 0,2384 
120 14,41 43,47 3,9 0,2054 
180 17,43 52,58 3,9 0,1781 
240 19,72 59,48 3,9 0,1608 
360 23,52 70,95 3,7 0,1503 
480 27,32 82,41 3,7 0,1509 
1440 29,11 87,81 2,3 0,0630 
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Tabelle XXVI. 
Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 0,6 ccm */;99-Essig- 
siure. Wiahrend der ganzen Versuchsdauer in der Schiittelmaschine (200 
vertikale StéBe pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- Verbrauchte ‘ 

dauer ®/19-Natronlauge Verseifung = = a -—_ 

Min. com %/, vé = é —s 
10 2,31 6,96 2,2 1,39 0,3100 
20 3,14 9,47 2,1 1,16 0,2149 
30 4,08 12,37 2,2 1,14 0,1890 
60 8,86 26,73 3,4 1,52 0,2237 
120 13,30 40,12 3,6 1,40 0,1826 
240 20,79 62,71 4,0 1,35 0,1755 
360 21,84 65,88 3,4 1,06 0,1302 
420 23,15 69,83 3,4 1,02 9,1196 
480 26,02 78,49 3,5 1,04 0,1334 

m == 0,67. 


Tabelle XXVII. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 g com "/,9-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. Nach sorgfiltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdauer in der vertikalen Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- § Verbrauchte , 2 
dauer "/;9-Natronlauge Verseifung =. Ig - 
Min. com o/, vé ” . a8 
10 2,48 7,43 2,3 1,42 0,3342 
20 4,16 12,55 2,8 1,54 0,2902 
30 5,95 17,95 3,3 1,66 0,2826 
60 9,28 28,00 3,6 1,59 0,2368 
120 15,02 45,31 4,1 1,59 0,2211 
240 21,86 65,94 4,2 1,42 0,1917 
360 23,69 71,46 3,7 1,16 0,1524 
600 24,92 75,18 3,1 _ 0,0702 
m = 0,7. 


Tabelle XXVIII. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 com °/;99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend 
der ganzen Versuchsdauer in der rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- § Verbrauchte : 2 
dauer 1/;9-Natronlauge Verseifung = =. Ig ai. 
Min. ccm %f, vé $ o 2 & 
10 3,08 9,29 2,9 2,5 0,4218 
20 4,30 12,97 2,9 2,4 0,3016 
30 6,35 19,15 3,5 2,8 0,3048 
60 10,02 30,22 3,9 2,9 0,2593 
120 14,10 42,53 3,8 2,8 0,1996 
240 21,71 65,49 4,2 2,9 60,1893 
360 26,55 80,09 4,2 2,8 0,1962 
600 28,97 87,39 3,6 _ 0,1492 


m = 0,57. 








Ricinuslipase. 469 


Tabelle XXIX. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 ccm "/,99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdauer in der rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- § Verbrauchte — x 
dauer ‘°/,9-Natronlauge Verseifung , = =. lg = 
Min. ccm o/, vé ’ ee 
10 3,00 9,05 2,8 1,81 0,4100 
20 4,58 13,81 3,0 1,74 0,3223 
30 6,94 20,93 3,8 1,94 0,3391 
60 11,60 34,99 4,5 1,99 0,3116 
120 13,27 40,03 3,6 1,40 0,1850 
240 21,36 64,43 4,2 1,39 0,1870 
360 26,88 81,08 4,2 1,32 0,2010 
480 28,45 85,82 3,9 1,14 0.1730 
m == 0,67. 
Tabelle XXX. 


Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1 g Cottonél, 1,0 ccm "/;99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°, Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdauer in der rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 

Versuchs- Verbrauchte 


dauer ®/,9-Natronlauge Verssifung = _* Ls 100 ig since 

Min. ecm of, vé ™ ee 
10 3,05 8,11 2,5 2,04 0,3623 
20 5,10 13,56 3,0 2,25 0,3166 
30 6,16 16,38 2,9 2,13 0,2565 
60 11,58 30,80 4,0 2,64 0,2653 
120 17,24 45,85 41 2,59 0,2209 
240 23,50 62,50 4,0 2,03 0,1746 
360 28,74 76,43 4,0 2,24 0,1758 
600 30,62 81,43 3,4 0,0848 

m = 0,6. 


Tabelle XXXI. 

Je 0,005 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 com °/;99-Essig- 
séure. Temperatur: 20°. Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdauer in der rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- Verbrauchte —— 
dauer ®/,9-Natronlauge Verscifang vd 2 Bee: 
Min. ccm 7, ve ” . 7? 
10 2,08 6,27 2.0 1.25 0,2816 
20 3,58 10,80 24 1,33 0,2480 
30 5,49 16,56 3,0 1,53 0,2589 
60 9,10 27,45 3,5 1,56 0,2311 
120 15,77 47,57 43 1,67 0,2326 
240 22,90 69,35 44 1,50 0.2105 
360 24,40 73,60 3,8 1,20 0,1619 
600 25,47 76,83 3,2 — 0,1045 


m = 0,69. 
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Tabelle XXXII. 

Je 0,01 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 com "/199-Essig- 
siure. Temperatur: 20°. Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdauer in der rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- Verbrauchte 


dauer ®/,9-Natronlauge Verseifung = _=_ a ee. lg = 

Min. ccm %, vé - . “oes 
10 4,40 13,27 4,2 3,6 0,6183 
20 6,78 20,45 4,5 3,7 0,4967 
30 9,00 27,15 49 3,6 0,4532 
60 13,44 40,54 §,2 3,8 0,3744 
120 19,49 58,79 5,3 3,9 0,3184 
240 26,42 79,69 5,3 3,5 0,2518 
360 27,69 83,53 44 — 0,2175 
600 29,56 89,17 3,7 — 0,1595 

m == 0,57. 


Tabelle XXXIII. 


Je 0,02 g trockne Ricinuslipase, 1,0 g Triolein, 1,0 com °/;99-Essig- 
siure. Temperatur: 20°, Nach sorgfaltiger Emulsionierung wahrend der 
ganzen Versuchsdaver in der vertikal rotierenden Schiittelmaschine (30 Um- 
drehungen pro Minute) geschiittelt. 


Versuchs- Verbrauchte 


dauer "/,9-Natronlauge Verseifung 9 _“ — 100. ee . 

Min. ccm 5 vé é is 
10 6,76 20,39 6,4 5,5 0,9899 
20 11,55 34,87 7,8 6,3 0,9305 
30 15,93 48,05 8,7 5,5 0,9386 
60 18,85 56,86 7,3 5,4 0,6060 
120 26,18 78,97 7,2 5,2 0,5620 
240 28,54 86,54 5,7 _ 0,3570 

m == 0,57. 


Vorbemerkung zu Tabellen XXXIV bis XXXVIII. 


Hinsichtlich der in den Versuchsreihen von Tab. XXXIV 
bis XXXVIII angegebenen Lipasemengen muB8 ich einige er- 
lauternde Bemerkungen vorausschicken. 

In einer im wesentlichen nach dem Niclouxschen Ver- 
fahren hergestellten Lipaseaufschwemmung in Cottonél wurde 
der Gehalt an trockner Lipase so genau wie mdglich quanti- 
tativ bestimmt. Der so fiir den Lipasegehalt der ,,Stamm- 
aufschliammung“ erhaltene Wert wurde durch Vermischung der- 
selben mit verschiedenen Mengen von Cottonél variiert. In 
den Versuchstabellen ist der Lipasegehalt nicht in Prozenten, 
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sondern nach den in je 1,0 g Substrat (Cottondl) enthaltenen 
absoluten Mengen angegeben. Wenn dieses Verfahren auch 
nicht zu im einzelnen sehr genauen Zahlen fiihren kann, so 
sind doch die auf diese Weise in den angestellten Versuchs- 
reihen erhaltenen Resultate, bei denen es nur auf die relativen 
Mengen ankommt, sehr gut untereinander vergleichbar. 


Tabelle XXXIV. 


Von dem Gemisch von 0,82 g Stammaufschlammung (entsprechend 
0,02 g trockner Lipase) und 9,2 g Cottonél wurden gleiche Mengen (ent- 
sprechend 0,002 g trockner Lipase) in den Versuchsglischen genau ab- 
gewogen und hierauf mit 1 ccm */,99-Essigsiure sorgfaltig emulsioniert. 
Temperatur: 20°. Wihrend der ganzen iibrigen Versuchsdauer Schiittlung 
in der vertikal rotierenden Maschine (30 Umdrehungen pro Minute). 


Versuchs- Verbrauchte 


j zx 

dauer ®/19-Natronlauge Verseifung 7 10 1g —~ 

Min. (¢) com %/, (x) vé t os 
15 1,85 4,92 1,2 0,144 
30 3,25 8,64 1,5 0,130 
45 4,31 11,46 1,7 0,117 
60 5,25 13,96 1,8 0,108 
90 7,92 21,01 2,2 0,113 
120 9,50 25,26 2,5 0,105 
150 11,53 30,66 2,5 0,105 
180 12,38 32,92 2,4 0,096 
240 19,96 39,78 2,5 0,091 
960 23,36 62,13 2,0 0,044 


Tabelle XXXV. 


Von dem Gemisch von 1,64 g Stammaufschlammung (entsprechend 
0,04 g trockner Lipase) und 8,4 g Cottonél gleiche Mengen (entsprechend 
0,004 g Lipase) abgewogen und mit 1 com */,99-Essigsiure emulsioniert. 
Weitere Behandlung wie in Tabelle XXXIV. 


Versuchs- Verbrauchte ‘ 

dauer ®/,9-Natronlauge Verseifang = =. Ig — i 
Min. (¢) ccm %/, (x) ve . “Sere 

15 3,70 9,84 2,6 0,288 

30 6,55 17,42 3,1 0,279 

45 8,72 23,19 3,4 0,255 

60 11,00 29,25 3,7 0,250 

90 13,7) 36,46 3,8 0,218 

120 15,56 41,38 3,7 0,190 

150 17,81 47,36 3,7 0,185 

180 20,57 54,70 4,0 0,190 

240 23,04 61,27 3,9 0,171 

360 28,09 74,70 3,9 0,165 











472 Y. W. Jalander: 


Tabelle XXXVI. 
Von dem Gemisch von 3,28 g Stammaufschlimmung (enteprechend 
0,08 g trockner Lipase) und 6,8 g Cottonél gleiche Mengen (entsprechend 
0,008 g Lipase) abgewogen und mit 1 com "/j99-Essigséure emulsioniert. 
Weitere Behandlung wie in Tabelle XXXIV. 





Versuchs- Verbrauchte , 
dauer ®/,9-Natronlauge Verseifung a -. Ig 2 
Min. (¢) com °/, (x) vé . es 
15 6,80 18,30 4,7 0,585 
30 10,58 28,13 5,1 0,478 
45 13,32 35,42 5,2 0,422 
60 15,97 42,47 5,4 0,400 
90 19,56 52,02 5,4 0,355 
120 23,02 61,22 5,5 0,342 
150 25,36 67,44 5,5 0,325 
180 26,90 71,54 5,3 0,303 
240 28,78 76,54 4,9 0,262 
480 32,08 85,32 3,8 0,180 


Tabelle XXXVII. 
Von dem Gemisch von 6,56 g Stammaufschlammung (entsprechend 
0,16 g trockner Lipase) und 3,6 g Cottonél gleiche Mengen (entsprechend 
0,016 g Lipase) abgewogen und mit 1 ccm */;o9-Essigsiure emulsioniert. 
Weitere Behandlung wie in Tabelle XXXIV. 


Versuchs- Verbrauchte ; 

dauer ®/,9-Natronlauge Verseifung — =. Ig = 
Min. (¢) com °/, (z) ve 6 NGA 8 

15 11,56 30,74 7,9 1,062 

30 18,64 49,57 9,0 0,990 

45 21,90 58,24 8,6 0,842 

60 24,73 65,77 8,4 0,775 

90 27,86 74,09 7,8 0,651 

120 29,95 79,65 a, 2 0,579 

150 30,91 82,20 6,7 0,500 

180 32,00 85,37 6,4 0,470 


Tabelle XXXVIII. 

Von der Stammaufschlimmung je 1,025 g (entsprechend 0,025 g 
trockner Lipase) abgewogen und mit 1 ccm °/,99-Essigsiure emulsioniert. 
Schiittlung in der vertikal rotierenden Maschine (30 Umdrehungen pro 
Minute). 


Versuchs- Verbrauchte : 

dauer ®/19-Natronlauge Verseifung =. nn Ig — 
Min. (¢) com o/, (x) vé ti sates 

15 14,40 38,30 9,9 1,36 

30 21,81 58,00 10,5 1,25 

45 25,08 66,70 9,9 1,06 

60 28,02 74,52 9,6 0,99 

90 30,12 80,11 8,4 0,78 

120 31,51 83,80 7,6 0,66 


240 32,67 86,89 5,6 0,37 
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8. Uber die esterifizierende Wirkung der Ricinuslipase. 


Auch iiber die esterifizierende Wirkung der gereinigten 
trockenen Ricinuslipase habe ich einige Versuche angestellt. 
Reinste Olsiure (Kahlbaum) wurde in verschiedenen Mengen- 
Aerhiltnissen mit Glycerin, Wasser, Essigsiure und Enzym 
innig gemischt, der Anfangstiter der Aciditaét festgestellt und 
der Betrag der Esterifizierung durch abermalige Titrierung 
entsprechend der Abnahme der Aciditaét festgestellt. 

Die ersten 3 Versuche lehren, daB die Reaktion auch ohne 
Zusatz von Essigsiure und Wasser (das verwendete Glycerin 
war etwas wasserhaltig) stattfindet. Versuch 1 ist mit den be- 
rechneten Mengen von Glycerin und Olséure (1:9,5), Versuch 2 
mit einem Uberschu8 von Olséure, Versuch 3 mit der doppelten 
der berechneten Glycerinmenge ausgefiihrt. Bei Uberschu 
sowohl von Olsaéure als auch von Glycerin wurde mehr Triolein 
gebildet als bei Anwendung der berechneten Mengen. 


Versuch 1. 

0,005 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsdiure, 0,104 g Glycerin; 

tiglich 5mal je 2 Minuten lang geschiittelt. Temperatur: 20°. An- 
fangstiter: 34,12 ccm °/,9-Natronlauge. 

Verbrauchte 


Versuchsdauer a/,,-Natronlauge Olsiure gebunden 
Tage com g 
12 30,58 0,0992 
30 30,52 0,101 


Versuch 2. 
0,005 g trockene Ricinuslipase, 1,50 g Olsiure, 0,194 g Glycerin; 
taglich 5mal 2 Minuten lang geschiittelt; Temperatur: 20°. Anfangs- 
titer: 53,48 com "/;9-Natronlauge. 


Versuchsdauer n Mt ee od . Olsiure gebunden 
Tage ccm g 
12 49,50 0,1116 
30 48,91 0,1281 
Versuch 3. 


0,005 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure, 0,2 g Glycerin; tig- 
lich 5 mal je 2 Minuten lang geschiittelt. Temperatur: 20°. Anfangstiter: 
34,12 com "/19-Natronlauge. 


Versuchsdauer a Bh onl Olsfure gebunden 
Tage com g 
12 30,90 0,0902 
30 30,10 0,1127 
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Aus den Versuchen 4, 5, 6 erhellt, daB die Esterifikation 
durch Zusatz kleiner Wassermengen, die jedenfalls die Quellung 
des Enzyms férdern, begiinstigt wird. Auch in diesem Falle 
wirkt Uberschu8 von Olsiure oder Glycerin im positiven Sinne. 


Versuch 4, 
0,005 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure, 0,104 g Glycerin, 
0,10 g Wasser; 5mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. Temperatur: 
20°, Anfangstiter: 34,12 com "/19-Natronlauge. 


Verbrauchte 2 
Versuchsdauer o/.»-Nateenlonge Olsiure gebunden 
Tage ccm g 
12 27,29 0,1915 
Versuch 6. 


0,005 g trockene Ricinuslipase, 1,51 g Olsiure, 0,104 g Glycerin, 
0,10 g Wasser; taglich 5mal je 2 Minuten lang geschiittelt, Temperatur: 
20°. Anfangstiter: 53,84 ccm "/;9-Natronlauge. 


7 Verbrauchte 
Versuchsdauer ‘ ht nell Olsiure gebunden 
Tage ccm g 
12 44,70 0,2545 
Versuch 6. 


0,005 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure, 0,20 g Glycerin, 
0,1 g Wasser; 5mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. Temperatur: 
20°, Anfangstiter 34,12 ccm */,)-Natronlauge. 


, Verbrauchte P 
Versuchsdauer ‘ Vk ree il Olsiure gebunden 
Tage com g 
12 24,27 0,2734 


Nach Zusatz von mehr Wasser und etwas Essigsiure 
(Versuch 7) ergab sich annahernd das gleiche Resultat wie in 
den Versuchen 1, 2 und 3. 


Versuch 7. 
0,005 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure, 0,104 g Glycerin, 
0,6 com "/,99-Essigsiure; taglich Smal je 2 Minuten lang geschiittelt, 
Temperatur: 20°, Anfangstiter: 34,12 com */,.-Natronlauge. 


Verbrauchte “ 
Versuchsdauer */,9-Natronlauge Olsiure gebunden 
com 


Tage g 
12 31,32 0,0808 
30 29,80 0,1212 


In Versuch 8 wurden unter gleichen Versuchsbedingungen 
die beiden Prozesse nebeneinander beobachtet. Die Resultate 
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entsprachen einem Gleichgewichtszustande von 89,02°/, Ver- 
seifung und 11,1°/, Esterifizierung. 


Versuch 8. 
Temperatur: 20°. 65mal taglich je 2 Minuten lang geschiittelt. 
A. Esterspaltung. B. Esterbindung: 
0,01 g trockene Ricinuslipase, 1,0g 0,01 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g 
Triolein, 1 ccm */;99-Essigsaure. Olsiure, 0,104 g Glycerin, 1 com 
®/1 909" Essigsaure. 


Versuchs- Verbrauchte Ver- Versuchs- Verbrauchte Olsaure 
dauer */,9-Natronlauge seifung dauer */;9-Natronlauge gebund. 
Tage com 97 Tage ccm of, 

15 29,51 89,02 15 30,31 11,16 
30 29,30 88,37 30 30,35 11,04 


Durch kontinuierliches Schiitteln in der vertikal rotierenden 
Maschine kann der Vorgang der Esterifikation so beschleunigt 
werden, daB, wie Versuch 9 zeigt, das Gleichgewicht ungefaihr 
nach derselben Zeitdauer (16 Stunden) wie bei der Verseifung 
erreicht wird. 

Versuch 9. 

0,01 g trockene Ricinuslipase, 0,957 g Olsiure, 0,104 g Glycerin 
0,1 g Wasser. Ununterbrochen in der vertikal rotierenden Maschine ge- 
schiittelt. Temperatur: 20°. Anfangstiter: 34,12 com */,9-Natronlauge. 


Verbrauchte 


Versuchsdauer */,9-Natronlauge Olsiure gebunden 
Std. ccm g 
1/, 33,90 0,64 
1 32,54 4,63 
8 29,30 14,12 
16 28,86 15,20 
24 28,70 15,65 
40 28,75 15,51 


SchlieBlich versuchte ich noch, die Enzymsynthese des 
Trioleins mittels Ricinuslipase in etwas gréBerem MaBstabe 
auszufiihren und das gebildete Triolein nach Méglichkeit zu 


identifizieren. 

40,0 g Olsaiure, 100 g Glycerin, 5g H,O und 0,5g trockne Ricinus- 
lipase wurden gut gemischt und 12 Tage lang (mit Ausnahme der Nichte) 
in der StoBmaschine geschiittelt. Nach Ablauf der Versuchszeit ergab 
eine Probetitrierung, daB 65,6°/, der Olsiure gebunden waren. Zur Iso- 
lierung des Trioleins nahm ich das Gemisch in Ather-Alkohol auf, lieB 
eine geringe Menge wisseriger Fliissigkeit im Scheidetrichter ab und 
nahm dann den Destillationsriickstand der Ather-Alkohollésung in Petrol- 
ather auf. Nach abermaliger Abtrennung einer in Petrolather unldéslichen 


Schicht wurde der Petrolather abdestilliert. Die Titrierung einer Probe 
32* 
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des 27,2 g betragenden Fettriickstandes ergab einen Gehalt von 36,36°/, 
Fetteiuren und 63,64°/, Ester. Der Petrolitherlésung dieses Gemisches 
versuchte ich nun durch Ausschiitteln mit 10°/,iger Sodalésung die freie 
Fettsiure zu entziehen, was leider wegen hartnackiger Emulsionsbildung 
nur auf Zusatz von ziemlich viel Alkohol und mit sebr groBem Verluste 
gelang. Es verblieben so schlieBlich nur 8,4 g eines farblosen Oles, das 
sich als véllig neutral erwies. 


48 Stunden im Eisschrank bei 0° aufbewahrt, blieb das 
Ol vollkommen fliissig (Monoolein erstarrt bei 15 bis 20°, Di- 
olein bei 10 bis 15°). 

Da die Elementaranalyse kein entscheidendes Resultat ver- 
sprach, wurde 1,0 g der Substanz mit 0,005 g trockner Ricinus- 
lipase und 1 ccm ®/,,-Essigsiure emulsioniert und 24 Stunden 
lang an der rotierenden Maschine geschiittelt. Die Titrierung 
ergab dann (verbraucht 29,7 com "/,,-Natronlauge) die Spaltung 
von 89,59°/,. Es lag sonach offenbar reines Triolein vor. 

Bei einem etwas rationelleren Verfahren der Isolierung 
diirfte es wohl méoglich sein, mit Ricinuslipase Triolein in 
groBerem MaBstabe darzustellen. 

Die vorstehend mitgeteilten Untersuchungen habe ich auf 
Anregung von Prof. R. Boehm im Leipziger pharmakologischen 
Institut ausgefiihrt. Fiir die mir durch Rat und Tat erwiesene 
Foérderung spreche ich Herrn Prof. R. Boehm und Herrn Privat- 
dozent Dr. O. Gros hiermit meinen besten Dank aus. 














Uber die Bildung des Plasmaeiweibes bei Hefen 
und Schimmelpilzen. 


Von 
Felix Ehrlich. 


(Aus dem Landwirtschaftlich-technolog. Institut der Universitat Breslau.) 
(Bingegangen am 25. September 1911.) 


Uber die chemischen Vorgiinge, die zum Aufbau des Plasma- 
eiweiBes von Mikroorganismen fiihren, ist bisher nur wenig be- 
kannt geworden. Sichere Grundlagen fiir die Erforschung dieser 
auBerst komplizierten Lebensprozesse haben erst die in den 
letzten Jahren besonders an Hefen und Schimmelpilzen aus- 
gefiihrten Untersuchungen geschaffen. Dabei hat sich vor allem 
als wesentlich ergeben, daB die in der Natur auBerst weit ver- 
breitet und mannigfaltig vorkommenden letzten Abbauprodukte 
des EiweiBes, die Aminosaéuren, fiir niedere Pflanzen wie 
Schimmelpilze und Hefen die natiirliche Stickstoffnahrung, die 
eigentlichen Bausteine zur Synthese ihres plasmatischen EiweiBes 
bilden’). Weiterhin lieB sich dann schon aus den bisherigen 
Befunden mit ziemlicher Sicherheit folgern, daB bei den niederen 
Pilzen der EiweiBaufbau aus den Aminoséuren des Nahrbodens 
nicht ohne weiteres in der Weise vor sich geht, da8 die be- 
treffenden Aminosaéuren durch Wasserentziehung etwa nach Art 
der Fischerschen Polypeptidsynthesen miteinander zu hoher- 
molekularen Komplexen verkniipft werden. Einer solechen An- 
nahme widersprach bereits die haufig gemachte Beobachtung, 


1) F. Czapek, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 542, 1902; 
Biochemie der Pflanzen, Jena 1905. — O. Emmerling, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 35, 2289, 1902. — F. Ehrlich, diese Zeitschr. 1, 8; 2, 52, 
1906, wo weitere einschlaigige Literatur angegeben ist; ferner 8, 438, 1908, 
sowie Landwirtsch. Jahrb. 1909, Erg.-Bd. V, 289. — H. Pringsheim, 
diese Zeitschr. 3, 121, 1907. 








478 F. Ebrlich: 


daB Hefen sowohl wie Schimmelpilze ihren gesamten Stickstoff- 
bedarf mit einer einzigen Aminosaure decken konnten, und ferner 
der Nachweis, da8 auch bei Kultur auf verschiedenen Amino- 
siuren das PlasmaeiweiB des betreffenden Pilzes immer die gleiche 
arteigene Zusammensetzung besaB'). Es schien also schon auf 
Grund dieser Betrachtungen der Schlu8 gerechtfertigt, daB der 
natiirlichen EiweiBsynthese durch Mikroorganismen notwendig 
eine weitere Aufspaltung der als Stickstoffnahrung dienenden 
Aminoséuren voraufgehen mu8 und da8 erst dann aus den 
Spaltprodukten der Aufbau des vielgestaltigen Proteinmolekiils 
erfolgen kann. 

Den sicheren Beweis, daB eine solche Zerlegung der Amino- 
siuren bei der Assimilation durch Mikroorganismen der nor- 
male Vorgang ist, und ein klares Bild itiber den Verlauf und 
die Endprodukte dieser wichtigen Lebensprozesse der niederen 
Pflanzenzelle lieferten zum erstenmal eingehende Untersuchungen 
iiber die Nebenprodukte der alkoholischen Hefegirung, die im 
Jahre 1905 begonnen und seitdem mit den verschiedensten 
Aminoséuren und an zahlreichen Heferassen und Schimmel- 
pilzarten fortgefiihrt wurden*). Eines der wesentlichsten Er- 
gebnisse dieser Arbeiten war, daB die bis dahin als Abfallstoffe 
des Zuckers betrachteten Nebenprodukte der Alkoholgarung, 
wie Fuselél, Bernsteinséure usw. als typische EiweiBstoffwechsel- 
produkte erkannt wurden, die sich bei jeder Girung lebender 
Hefe aus den Aminoséuren der EiweiSkérper des Nahrbodens 
und der Hefe bilden. Sie entstehen, indem garende Hefe zum 
Zwecke der Assimilation das Molekiil der Aminosauren spaltet in 
Ammoniak, das allein fiir den EiweiBaufbau des Garungserregers 
zur Verwendung kommt, und in einen stickstofffreien Komplex, 
der unverwertet aus dem StoffwechselprozeB ausscheidet und 
sich in der Nahrlésung anreichert. Diesen vom Stickstoff los- 


1) Abderhalden und Rona, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 179, 
1905 


2) F. Ehrlich, Zeitschr. d. Vereins d. Deutsch. Zuckerind. 55, 
539, 1905; diese Zeitschr. 1, 8; 2, 52, 1906; 8, 438, 1908; 18, 391, 1909; 
Ber, d. Deutsch. chem. Ges. 89, 4072, 1906; 40, 1027, 2538, 1907; 44, 
139, 1911; Landw, Jahrb. 1909, Erg.-Bd. V, 289. — F. Ehrlich und 
K, A. Jacobsen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 888, 1911. — 
H. Pringsheim, diese Zeitschr. 3, 121, 1907; 8, 128, 1908. 

















Bildung des PlasmaeiweiBes bei Hefen und Schimmelpilzen. 479 


gelésten Teil der Aminoséuren verwandelt die Hefe vorwiegend 
in die entsprechenden um ein Kohlenstoffatom armeren Alkohole, 
nebenher treten dabei Saéuren und Aldehyde in geringeren 
Mengen auf. Da a-Monoaminoséuren bis zu 60 bis 80°/, und 
noch mehr von der Hefe zu Alkoholen nach der allgemeinen 
Gleichung 


R.CH(NH,).CO,H + H,O = R.CH,OH + 60, + NH, 


umgesetzt werden, so kann man analog der alkoholischen Zucker- 
garung direkt von einer ,,alkoholischen Garung der Amino- 
séuren‘‘ sprechen, der nicht allein die Muttersubstanzen der 
beiden Amylalkohole und des Isobutylalkohols der Fuseldle, 
Leucin, Isoleucin und Valin, unterliegen, sondern auch alle 
anderen ahniich konstituierten Aminoséuren, wobei der Theorie 
entsprechend eine Reihe bisher unbekannter Alkohole entstehen, 
die zur Kennzeichnung ihrer Herkunft mit dem Namen Tyro- 
sol’), Tryptophol, Histidol usw. belegt wurden. Abweichend 
verlauft dagegen der Abbau der Aminodicarbonsiuren durch 
die Hefe, wie am Beispiel der glatten Vergérung der Glutamin- 
sdure zu Bernsteinsaiure 


CO,H.CH,.CH,.CH(NH,)CO,H ——> CO,H.CH,.CH,.CO,H 


gezeigt werden konnte*). Bei allen diesen Vergirungen der 
Aminosaéuren hat man neueren Untersuchungen*) zufolge als 
Zwischenprodukte mit groBer Wahrscheinlichkeit die entsprechen- 
den Ketosiuren R.CO.CO,H anzusehen. Letztere gehen ver- 
mutlich unter CO,-Abspaltung in Aldehyde iiber, deren Ent- 
stehung aus den entsprechenden Oxysiuren R.CH(OH).CO,H 
und deren Reduktion zu Alkoholen resp. Oxydation zu Séuren 
durch die Hefe schon friiher*) zur Erklaérung des Reaktions- 
verlaufes in Betracht gezogen war. 

Ganz ahnlich vor sich gehende Abbauprozesse bei der 
Assimilation von Aminoséuren konnten dann neuerdings an den 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 139, 1911. — Uber 
die anderen Alkohole wird dort demnichst weiteres berichtet. 

2) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 18, 391, 1909. 

3) O. Neubauer und K. Fromherz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 
326, 1911. 

4) F. Ehrlich, Zeitachr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 55, 565, 1905; 
diese Zeitschr, 2, 52, 1906; 18, 418, 1909. 








480 F. Ehriich: 


verschiedensten Heferassen und auch an Schimmelpilzen be- 
obachtet werden, nur mit dem Unterschiede, daB bei letzteren 
als Endprodukte des Stoffwechsels haufig Oxysauren isoliert 
wurden und in vielen Fallen die zuerst entstandenen Substanzen 
durch sekundire Reaktionen noch weitere Verinderungen er- 
litten hatten’). 

War demnach auf Grund der hier erwahnten Untersuchungen 
iiber das Schicksal des stickstofffreien Teiles von Aminosauren, 
die niederen Pflanzen zur Nahrung dienen, kaum mehr ein 
Zweifel méglich, so gaben Garversuche mit Hefe weiterhin auch 
AufschluB iiber den Verbleib des abgespaltenen Ammoniaks 
und den nahen Zusammenhang des Abbaues der Aminosiuren 
mit dem EiweiBaufbau des Pilzes. Es zeigte sich naémlich, daB 
aus wenigen Zellen heranwachsende Hefe ebenso wie im Uber- 
schu8 vorhandene girende Hefe mit Zucker versetzten Amino- 
siurelésungen wahrend der Garung den Stickstoff entzieht und 
ihn in PlasmaeiweiB umwandelt, und da proportional der aus 
der Lésung verschwundenen und von der Hefe aufgenommenen 
Stickstoffmenge (von nebenher verlaufenen autolytischen Pro- 
zessen abgesehen) eine entsprechende Quantitét Alkohol oder 
Saéure, die aus der assimilierten Aminosaéure hervorgegangen 
war, in der vergorenen Fliissigkeit nachzuweisen ist. 

Besonders bemerkenswert war dabei nun fiir die folgenden 
Betrachtungen, daB die Mengen der umgesetzten Aminosiaure, 
des von der Hefe aufgenommenen Stickstoffs und des N-freien 
Abbauprodukts sich auch proportional verhielten der Menge 
des vergorenen Zuckers, so da8 schon auf Grund dieser Be- 
funde auf wichtige Beziehungen der Alkoholgirung des Zuckers 
zur Alkohol- und Saéuregirung der Aminosaéuren zu schlieBen 
war. In einer mit Hefe versetzten Leucinlésung z. B. wird 
um so mehr Aminoséure von der Hefe angegriffen und um so 
mehr Amylalkohol daraus gebildet, je mehr Zucker der Hefe 
gleicher Zeit zur Vergaérung dargeboten ist. Selbst bei einem 
groBen Uberschu8 von Leucin in der Fliissigkeit entsteht nur 
wenig Fuselél, wenn der gérenden Hefe geringe Mengen Zucker zur 
Verfiigung standen. Bei Abwesenheit von Zucker vermag die Hefe 


1) F. Ehrlich und K. A. Jacobsen, Ber. d. Deutsch, chem. Ges, 
44, 888, 1911. 
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weder Leucin in Amylalkohol noch Glutaminséure in Bernstein- 
séure noch Tyrosin in Tyrosol zu verwandeln, und ohne Zucker 
ist sie auch nicht imstande, auf den Lésungen dieser Amino- 
séuren zu wachsen. Diese merkwiirdige Erscheinung ist leicht 
verstindlich, wenn man in Betracht zieht, daB die Alkohol- 
resp. Saéuregiirung der Aminoséuren als eine Folge des EiweiB- 
stoffwechsels der Hefe anzusehen ist. Die girende Hefe spaltet 
die Aminosiuren in Ammoniak, Alkohol (bzw. Saure) und 
Kohlendioxyd. Von diesen Spaltprodukten kann die Hefe aber, 
wie nachgewiesen, nur Ammoniak allein fiir den Aufbau des 
PlasmaeiweiBes verwenden, die tibrigen Abbausubstanzen kommen 
hierfiir als Baumaterial nicht in Frage, da sie ja unverwertet 
durch die Membran der Hefezellen nach auBen diffundieren. 
Die Hefe ist daher in Ermanglung anderer Kohlenstoffverbindungen 
auf den Zucker als Kohlenstoffquelle unbedingt angewiesen, wenn 
eine Assimilation des Aminosdurenstickstoffs erfolgen soll, und 
eine solche Aufspaltung des Molekiils der Aminosaéuren durch die 
Hefe findet andrerseits nur statt infolge einer Art Kontakt- 
wirkung des durch Garung zerfallenden Zuckers. Ich habe des- 
halb unter Beriicksichtigung dieser eigenartigen Verhiltnisse 
und auf Grund einer groBen Zahl von Garversuchen schon friiher 
die SchluBfolgerung gezogen: 

,daB die fiir die Eiwei8synthese der Hefe erforderlichen 
kohlenstoffhaltigen Bausteine im Zucker zu suchen sind und 
bei seiner Vergirung sich abspalten, und da die alkoholische 
Garung vielleicht iiberhaupt nur den Zweck hat, die ndtige 
Energie und das Kohlenstoffmaterial fiir den EiweiBaufbau der 
Hefe zu liefern‘‘*). 

Nach den vorstehenden Ausfiihrungen kann es keinem 
Zweifel unterliegen, daB auch bei der Assimilation von Amino- 
sauren durch Hefe der Aufbau ihres PlasmaeiweiBes nicht anders 
erfolgt, als wenn der Hefezelle nur Ammoniak und Zucker 
dargeboten werden. DaB die Hefe imstande ist, mit Ammoniak 
als alleiniger Stickstoffnahrung und Zucker als einzigem kohlen- 
stoffhaltigem Material auszukommen und sich darauf normal 
fortzuentwickeln, haben ja bereits die Arbeiten Duclaux’s*) 


1) F. Ehrlich, diese Zeitschr. 18, 415, 1909; auch Landw. Jahrb, 


1909, Erg.-Bd. V, 317. 
2) Compt. rend. 58, 1114; 58, 450, 1864. 
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einwandfrei erwiesen. Fiir den analogen Vorgang beim Wachs- 
tum auf Aminoséurenlésungen lie8 sich experimentell indirekt 
dadurch ein iiberzeugender Nachweis erbringen, daB es gelang, 
durch Zusatz von Ammonsalzen zu der garenden Fliissigkeit 
auch im Uberschu8 vorhandene Aminoséure vor dem Angriff 
durch die Hefe zu schiitzen und dementsprechend die Menge 
der sonst auftretenden Abbauprodukte wie Fuselél, Bernstein- 
siure, Tyrosol usw. auf ein Minimum zuriickzudrangen’), 

Es lé8t sich nun vom chemischen Standpunkt aus schwer 
eine Vorstellung dariiber gewinnen, auf welche Weise die Hefe 
aus relativ so einfach gebauten Substanzen, wie Ammoniak und 
Zucker, die so iiberaus komplizierten Molekiile ihres ZelleiweiBes 
aufzubauen vermag. Chemisch erscheint nur die eine Folgerung 
sehr wahrscheinlich, daB8 durch direkte Kondensation von 
Ammoniak und Zucker die EiweiSsynthese der Hefe unmdglich 
erfolgen kann, da vielmehr zuvor eine Zertriimmerung des 
Zuckermolekiils vor sich gehen mu8 und da8 sich dann aus 
einfach konstituierten sehr reaktionsfahigen Bruchstiicken des 
Kohlenhydrates, wie sie offenbar bei der Hefegérung intermediir 
entstehen, unter Verwendung des aus den Aminosduren ab- 
gespaltenen Ammoniaks oder Stickstoffs in irgendwelcher Form 
der Aufbau des plasmatischen EiweiSes der Hefe vollzieht. 

Fiir die chemische und biologische Seite des Problems der 
Alkoholgaérung des Zuckers und der Aminosaéuren schien es nun 
von besonderem Interesse nachzuforschen, welche Zerfallprodukte 
des Zuckers es sind, die der giirenden Hefe die EiweiSsynthese 
aus Aminoséiuren erméglichen, und ob es iiberhaupt einfacher 
gebaute Kohlenstoffverbindungen gibt, die an Stelle des Zuckers 
der Hefe als Kohlenstoff- und Energiematerial zur Plasma- 
bildung aus EiweiBabbauprodukten dienen kénnen. Damit im 
Zusammenhang steht die nicht minder wichtige Frage, ob bei 
Gegenwart solcher Substanzen die Alkohol- resp. Séurespaltung 
der Aminoséuren durch Hefe genau so verliuft, wie bei der 
Vergérung mit Zucker, oder ob etwa in diesem Falle eine 
weitergehende Ausnutzung der Aminoséuren erfolgt und die 
normal gebildeten Spaltprodukte wie Fuselél, Bernsteinsaéure usw. 
gar nicht oder in geringerem MaBe auftreten. 

1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 1027, 1907; diese 
Zeitechr, 18, 408 und 412, 1909. 
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Die folgenden Versuche, bei denen mich Herr K. A. Jacobsen 
in dankenswerter Weise unterstiitzte, beabsichtigen einen Bei- 
trag zu diesen Fragen namentlich in der Richtung zu geben, 
ob Hefen- und Schimmelpilze imstande sind, Aminoséuren an- 
zugreifen und darauf zu wachsen, wenn andere Kohlenstoff- 
quellen als Zucker zugegen sind, und ob dann aus den Nahr- 
lésungen nach dem Wachstum sich die gleichen Abbausubstanzen 
der Aminosiuren isolieren lassen wie bei der Zuckergirung. 

Als Stickstoffquelle diente aus fuBeren Griinden in den 
meisten Fallen Tyrosin. Denn diese Aminoséure liefert sehr 
charakteristische Zerfallprodukte, die sich leicht in Substanz 
darstellen und durch vorher genau bestimmte Konstanten und 
typische Reaktionen nachweisen lassen. Die zur Verwendung 
kommenden Hefen bauen niémlich bei normaler Garung Tyro- 
sin im wesentlichen zu Tyrosol (p-Oxyphenylathylalkohol)'), 
Schimmelpilze dagegen dieselbe Aminosiure vorwiegend zu p- 
Oxyphenylmilchséure*) ab nach dem Schema: 


CH,.CH(NH,).CO,H CH,.CH,OH 
\ lan 
+H,0=| | +00, + NH, 
OH oH 
Tyrosin Tyrosol 
CH, .CH(NH,).CO,H CH, .CH(OH).CO,H 
+H,O=| | + NH, 
OH OH 
Tyrosin p-Oxypheny]lmilchsaure 


Von Heferassen gelangte auf die Tyrosinlésungen zunachst 
die obergiarige Brennereihefe, Rasse XII*), zur Einwirkung, die 
auch zu den meisten friiheren Versuchen verwendet war und 
als eine typische ,,Kulturhefe gelten kann. Die Nabhrfliissig- 
keiten wurden in der Weise bereitet, daB in groBen Jenenser 
Glaskolben in je 11 Wasser je 1 g Tyrosin zusammen mit der 


1) F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 44, 139, 1911. 

2) F. Ehrlich und K. A. Jacobsen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
44, 888, 1911. 

3) Vom Berliner Institut fiir Garungsgewerbe zuerst rein geziichtet. 


; 








484 F. Ehrlich: 


betreffenden Kohlenstoffverbindung und 0,3 g Dikaliumphosphat, 
0,1 g Magnesiumsulfat, sowie Spuren von Natrium- und Eisen- 
chlorid aufgelést wurden. Als Kohlenstoffquelle wurden in 
1°/,iger Lésung einzeln eine Reihe von Substanzen angewandt, 
die chemisch dem Zucker nahe stehen oder als Girprodukte 
Bedeutung besitzen, namlich: 

Weinsaure, Milchsiure und Ameisensiure in Form des 
Natriumsalzes, Glycerin und Athylalkohol’). 

Die fertiggestellten Nahrlésungen wurden durch 3maliges 
1/, stiindiges Kochen an je drei aufeinanderfolgenden Tagen 
sterilisiert, dann mit Spuren einer Reinkultur von Rasse XII 
geimpft, worauf die Kolben mit einem Wattebausch verschlossen 
bei ca. 25° zur Beobachtung aufbewahrt wurden. Trotz mehr- 
maligem Impfen bei ungefaéhr */,jahrigem Stehenlassen und 
trotz mehrfach veranderten Kulturbedingungen gelang es nicht, 
die Heferasse auf Tyrosin bei Gegenwart der erwahnten Kohlen- 
stoffquellen zum Wachsen zu bringen, und es war auch nach 
sehr langer Zeit kein Tyrosol in den Lésungen nachweisbar. 

Genau in der gleichen Weise verhielten sich die obergirige 
Heferasse II und eine untergirige Breslauer Bierhefe, auch hier 
war auf denselben Nahrlésungen keine Entwicklung der Hefe- 
zellen zu beobachten. 

Der negative Ausfall dieser Versuche mit Kulturhefen gab 
Veranlassung zu priifen, ob auch ,,wilde Hefen“‘ unter gleichen 
Bedingungen ein dhnliches Verhalten zeigen. In dieser Hin- 
sicht erschien besonders die Gruppe der sogenannten ,,Kahm- 
hefen‘‘ von Interesse, die mit Vorliebe auf den Oberflichen 
garender Fliissigkeit wachsen und, wie schon lange bekannt, 
befiihigt sind, eine Reihe organischer Saéuren, aber auch Sub- 
stanzen wie Glycerin, Athylalkohol und andere sehr energisch 
zu oxydieren und zum Teil sogar bis zu CO, und H,O ab- 
zubauen*). Da sich aber die Mehrzahl der Literaturangaben 


1) Der Alkohol wurde in konzentrierter Form in die fertig steri- 
lisierten Lésungen nach dem Abkiihlen mittels einer sterilen Pipette ein- 
gebracht. 

2) Literatur bei Czapek, Biochemie der Pflanzen. Jena 1905, Bd. I; 
F. G. Kohl, Die Hefepilze, Leipzig 1908; Lafars Handbuclr der tech- 
nischen Mykologie, Bd. IV; W. Biedermann in Wintersteins Handbuch 
der vergleichenden Physiologie, Bd. IT. 
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tiber diese Hefen auf Ziichtungsversuche in Nahrmedien wie 
Bierwiirze usw. bezieht, denen die betreffenden organischen 
Substanzen zugefiigt waren, so ist in den wenigsten Fallen klar 
ersichtlich, ob letztere den Hefen nur als Energie- oder auch 
als Kohlenstoffquelle fiir den Aufbau ihres Zellkérpers gedient 
haben. DaS Mycoderma-Hefen tatsichlich imstande sind, auf 
rein anorganischen Nahrlésungen, Ammonsalzen als Stickstoff- 
und Athylalkohol als einziger C-Quelle zu vegetieren und Plasma 
zu bilden, haben zuerst A. Schulz’) und spaiter MeiBner*) 
einwandfrei nachgewiesen, und in jiingster Zeit hat P. Lindner‘) 
diese Untersuchungen erfolgreich auf eine Anzahl Kahmhefen 
und auch Schimmelpilze ausgedehnt. Dagegen sind, soweit ich 
ersehen konnte, Versuche iiber das Verhalten von Hefen und 
Schimmelpilzen gegen Aminosiuren bei Gegenwart verschiedener 
Kohlenstoffquellen und iiber die dabei auftretenden Produkte 
bisher nicht angestellt worden. 

Die Befahigung der Kahmhefen, aus Aminoséuren in An- 
wesenheit von Zucker die gleichen Stoffwechselprodukte wie 
die Kulturhefen zu liefern, hatte ich schon friiher in einer 
vorlaufigen Mitteilung gemeinsam mit K. A. Jacobsen‘) er- 
wahnt. Bei diesen Versuchen, iiber die noch ausfiihrlicher 
berichtet wird, lieB sich zeigen, daB eine Reihe von Kahm- 
hefen aus Bier und Wein und von echten Mycoderma-Arten 
Tyrosin ebenfalls zu Tyrosol verarbeiten. Es entstand nun 
die Frage, ob derartige luftliebende Hefen auch durch Ver- 
mittlung anderer C-Quellen als Zucker Tyrosin angreifen kénnen 
und ob der Abbau der Aminoséure auch in diesen Fallen zu 
Tyrosol fiihrt. 

Als Versuchshefe diente Willia anomala Hansen*), die 
bei den friiheren Versuchen mit Zucker ein besonders gutes 
Wachstum auf Aminoséurelésungen gezeigt hatte. Diese Hefe- 
rasse ist in der Natur weit verbreitet und auch in englischem 


1) Ann. d’Oenologie 7, 1878. 

2) Lafars Handbuch Bd. 4, 312. 

3) Zeitschr. f. Spiritusindustrie 1911. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 888, 1911. 

5) Eine Reinkultur der Hefe wurde mir durch Vermittlung des 
Herrn K. A. Jacobsen von dem girungsphysiologischen Laboratorium 
von Jérgensen in Kopenhagen freundlichst iiberlassen. 
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und belgischem Bier aufgefunden worden. Sie ist durch Kahm- 
hautbildung und Entwicklung von Fruchtathergeruch aus- 
gezeichnet, steht aber den Kulturhefen noch verhaltnismaBig 
nahe, da sie ahnlich wie diese Sporen zu bilden vermag. 

Die Versuche wurden in fast gleicher Weise angesetzt wie 
oben angegeben. Als Nahrsalze wurden gewoéhnlich pro Liter 
Flissigkeit 1 g K,HPO,"), 0,1 g MgSO,-+-7H,O und Spuren 
von NaCl und Fe,Cl, verwendet. Es wurde jedesmal | g Tyrosin 
zusammen mit den anorganischen Nahrsalzen und der betreffenden 
organischen Substanz als einziger N-freier Kohlenstoffquelle in 
1 1 Wasser gelést, die Fliissigkeit wie iiblich sterilisiert und 
dann immer nur mit einer Spur einer Reinkultur von Willia 
anomala geimpft. Als C-Quellen kamen in parallel angesetzten 
Versuchen in An:rendung: 

Robizucker (Raffinade), Glycerin, Milchsiure als Ca-Salz, 
Atbylalkohol, Methyl- und Amylalkohol. 

Die Kulturfliissigkeiten wurden anfangs bei 25°, spiter bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt und hin und wieder geschiittelt, 
im Falle sich auf der Oberflaiche eine zusammenhangende Kahm- 
haut gebildet hatte. Die Girkolben waren mit einer festen 
Wattebausch verschlossen, der aber der Luft von aufen ziem- 
lich ungehinderten Zutritt lie}. Die angegangener. Kulturen 
wurden nach einer Versuchsdauer von 5 Wochen bis 2 Monaten 
durch ein gewogenes dichtes Filter abfiltriert, nuchdem zuvor 
durch eine genaue mikroskopische Beobachtunz festgestellt war, 
da8 sich die Kultur rein erhalten und da sich keine Neben- 
infektion eingestellt hatte. Die auf dem ‘ilter zuriickgebliebenen 
Hefezellen wurden mit Wasser gut ausgewaschen, der Riick- 
stand bei 110° getrocknet, gewogea und nach Kjeldahl auf 
seinen Stickstoffgehalt untersucat. Das gesammelte Filtrat 
wurde nach Bestimmung der ‘Aciditét der urspriinglichen Fliissig- 
keit auf dem Wasserbade eingedampft, der zuriickbleibende 
Sirup mit dem meurfachen Volumsn Alkohol verriihrt, vom 
Ungelésten abfiliriert, der Alkohol verdampft und der Riick- 


1) Das saure Phosphat KH,PO, hat sich auch in Mischungen mit 
Cale*=iaphosphat als weniger giinstig fiir Kuitur- und Kahmhefen er- 
wiesen. Doch kann man die fast neutral reagieronde Mischung von 
Muno- und Dikaliumpiuspha* << gleichen ‘ivilen m! Vo:teil zur Kultur 
benutzen. 
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stand nach Aufnahme in wenig Wasser und nach Versetzen 
mit Natriumbicarbonat bis zur schwach alkalischen Reaktion 
im v. d. Heideschen Extraktionsapparat erschépfend mit Ather 


extrahiert. 


Die atherische Lésung ergab nach dem Trocknen 


mit gegliihtem Natriumsulfat beim Verdunsten gewoéhnlich ein 


gelbliches Ol, 


das beim Erkalten eisblumenférmig erstarrte. 


Beim Abpressen der lingere Zeit im Exsiccator aufbewahrten 
Krystallmasse auf Ton lie8 sich das Tyrosol meist fast voll- 
kommen rein erhalten und wurde des besseren Vergleichs halber 
in dieser Form bei allen Versuchen zur Wagung gebracht. 
Alle so gewonnenen Priaparate zeigten nach dem Umkrystal- 
lisieren aus Chloroform den richtigen Schmelzpunkt 93°, er- 
gaben ferner ein normal bei 111° schmelzendes Dibenzoat und 
die fiir Tyrosol typischen Reaktionen (Millonsche usw.)'). 
Die erhaltenen Versuchsergebnisse sind in nachstehender 
Tabelle verzeichnet, die sowohl itiber den Ertrag an Trocken- 
substanz und Stickstoff in den geernteten Hefezellen wie iiber 
die Ausbeute an Tyrosol Auskunft gibt. 


Versuche mit Willia anomala Hansen. 
Je 1g Tyrosin in 1 1 Nahrlésung mit verschiedenen C-Quellen angesetzt. 





| 





tities ~ Trocken- | Stick- | 


| 

















m — | 
Zz ‘ Ver- der vergorenen| gewicht | stoff 
| N-freie suchs- young ae der | in der ] 

° P| 

5] Koblenstoffquelle | dauer | »,-1..H | Hefen- \Hefen-| & | 

£ (Phenolpwt.) | ernte | ernte Fred 

2 , , 4 

a al Wochen cm | g | 8 is | Se 
1] 25 g Rohrzucker 8.34 39 | 281 | 0,0563/0,35 

2} 25g Glycerin 5 12,5 1u' | 0,0632/0,37, 

3|25 com Athylalkohol] 5 32 | 1,25 | 0,062610,57|| 74 gieicher Zeit 
4/10 g milchsaur. Cale} 4 2 | — _ | 0,0318)0,10 angesetat 

5 |25ccmMethylalkohol] 8 | 4 \Wecteton| — 0,07 

6} 1 com Amylalkohol 4 | ll | do. -- 0, 02 

7 25 g Glycerin s | 11 1,24 | 0,05240, 39!) Zu in ieteoae Sats 
8|25com Athylalkohol] 8 | 21 | 1,50 (0, 0565 0, 52) Liter Natrioang 
9|25cemMethylalkohol] 8 | 2 | 0,25 | 0,021610,04 + Ye EHP, 


Die Resultate der vorstehenden Versuche zeigen sehr deut- 
lich, da8 Willia anomala im Gegensatz zu cen obenerwahnien 
Kulturhefen auBer Zucker eine ganze Reihe relativ sehr ein- 





1) F, Ehrlich, Ber; d. Deutsch. chem. Ges. 44, 139, 1911. 
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fach gebauter organischer Substanz2n als Kohlenstoffnahrung 
und Energiequelle benutzen kann, wm aus einer Aminosdure 
wie Tyrosin ihr Plasmaeiwei§ aufzubauen. Dabei bildet sich 
in dem MaBe, wie der Hefepilz in iler Nahrlésung wichst, 
aus Tyrosin in ahnlichen Mengenverhiltnissen wie beim Zucker 
dasselbe EiweiBstoffwechselprodukt Tyrosol, so daB also zu 
schlieBen ist, daB diese Aminoséure auch in Gegenwart anderer 
Kohlenstoffsubstanzen keine wesentlich weitergehende Ausnutzung 
erfaihrt, als wenn die betreffende Heferasse Zucker vergirt. 
Besonders charakteristisch sind in dieser Hinsicht die 
parallel angesetzten Versuche mit Rohrzucker, Glycerin und 
Athylalkohol verlaufen (Nr. 1 bis 3 und 7 bis 8). In diesen drei 
Nahrmedien ging die Willia-Hefe ganz gleichmaBig, gewohnlich 
schon am zweiten Versuchstage gut an und entwickelte sich 
darin so iippig, da8 regelmaBig, meist bereits nach 8 Tagen, 
eine starke Kahmhaut entstanden war. In der Folgezeit zeigte 
sich dann fast immer eine giinstigere Entwicklung der Hefe 
auf Alkohol gegeniiber den Versuchen mit Zucker und Glycerin. 
Darauf deuten auch die erhaltenen Zahlen fiir die Trocken- 
und Stickstoffernte hin, wenn man noch besonders in Betracht 
zieht, daB der Hefe bei dem Alkoholversuch ein geringeres 
Gewicht an Kohlenstoff geboten war als bei den anderen beiden 
Kohlenstoffquellen'). Auch hinsichtlich der Beschaffenheit und 
Eigenschaften der schlieBlich erhaltenen Hefezellen lieB sich 
kaum ein Unterschied bei den drei Nahrmedien feststellen. In 
allen Fallen zeigten die Hefezellen bei Schlu8 der Versuche 
durchweg ein normales Aussehen, das auf gute Ernahrung 
schlieSen lieB, und beim Anfairben wurden gleichmaéSig nur 
etwa 10 bis 30°/, tote Zellen gefunden. In den vergorenen 
Lésungen lieB sich in keinem Falle Tyrosin nachweisen. Wesent- 
lich ist nun, daB bei den Versuchen mit Zucker, Glycerin und 
Alkohol auch die Ausbeute an Tyrosol jedesmal der Menge des 
zugesetzten Tyrosins und des mit den Hefezellen geernteten 
Stickstoffs ziemlich entsprach, und da8 auch hier mit Alkohol 
die Héchstausbeute erzielt wurde. Dabei ist allerdings zu be- 
merken, da8 wahrscheinlich auch bei den Versuchen mit Zucker 


1) Die Alkohole wurden auch bei diesen Versuchen mittels einer 
sterilen Pipette abgemessen in die fertig bereiteten und abgekiihlten 


Nahbrldésungen eingetragen. 
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und Glycerin etwas mehr Tyrosol entstanden ist als die Tabelle 
angibt. Die Rohausbeuten nach Verdampfen des Athers be- 
trugen auch hier meist 0,7 bis 0,8 g, das Rohprodukt war aber 
stets mit dligen, offenbar von Zersetzungen des Zuckers und 
Glycerins herriihrenden Beimengungen verunreinigt, die in den 
Ton einzogen, wahrend bei den Alkoholversuchen gleich von 
vornherein ein fast reines und staubtrockenes Praparat erhalten 
wurde’). Immerhin ware es méglich, da8 die dligen Verun- 
reinigungen im ersteren Falle noch etwas Tyrosol in Lésung 
halten oder da8 dieses hier vielleicht zum Teil in esterartiger 
Verbindung mit andern Substanzen vorliegt. Aber abgesehen 
von diesen schwer zu vermeidenden Versuchsfehlern geht jeden- 
falls aus den erhaltenen Resultaten so viel klar hervor, daB8 
sich bei der Aussaat der Hefe auf Alkohol keinesfalls weniger, 
sondern eher mehr Tyrosol aus Tyrosin gebildet hat als bei 
den Kulturen auf Zucker und Glycerin. Die SchluBfolgerung 
scheint also durchaus berechtigt, daB auch bei Gegenwart einer 
energetisch gegeniiber dem Zucker so viel ungiinstigeren Kohlen- 
stoffquelle wie dem Alkohol keine weitere Verwertung der Amino- 
siure durch Willia anomala und dhnliche hautbildende Hefen 
eintritt, sondern daB auch hier ganz wie beim Zucker die 
Plasmabildung genau so verlaiuft, als ob nur Alkohol und 
Ammonsalze zugegen waren. 

Scheinbar ungiinstiger als bei den eben erwahnten Ver- 
suchen war die Ausnutzung des Aminosaurestickstoffs durch 
Willia auf milchsaurem Calcium verlaufen (Versuch Nr. 4), 
woran vielleicht die teilweise Ausfaillung des Nahrphosphats 
durch das Kalksalz Schuld tragt. Aber auch hier war kraf- 
tiges Wachstum zu beobachten, und die Menge des geernteten 
Hefestickstoffs zeigt, daB Willia Milchsiure zur Plasmabildung 
verwenden kann, wahrend aus der Qualitét des entstandenen 
Tyrosols wiederum zu schlieBen ist, da8 der Abbau des Tyrosins 
dabei in analoger Weise wie bei der Zuckergirung verliuft. 

Sehr eigentiimlich ist nun, daB selbst Substanzen, wie der 
Methyl- und Amylalkohol, wenn auch in minimalen Mengen, 


1) Man kann sich der Kulturen von Willia anomala auf Alkohol 
haufig mit Vorteil bedienen, um aus Aminosauren Stoffwechselprodukte 
darzustellen, die infolge ihrer leichten Léslichkeit oder Zersetzlichkeit aus 
dem Gemenge der bei Vergirung von Zuckerlésungen entstehenden Sub- 
stanzen schwierig zu gewinnen sind. 
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von dem Hefepilz zum Aufbau seines Zellkérpers verwertet 
werden kénnen und die Assimilation von Aminosaéuren wie 
Tyrosin auszulésen vermégen (Versuch Nr. 5, 6 und 9). Das 
Wachstum erfolgte auf den Tyrosinlésungen, die mit diesen 
Alkoholen versetzt waren, zwar nur langsam und allmahlich, 
war aber nach Verlauf von einigen Wochen deutlich wahr- 
nehmbar. In Versuch Nr. 5 und 6 lieB sich eine Bestimmung 
der Pilzernte leider nicht ausfiihren, da die Hefezellen mit 
auskrystallisiertem Tyrosin vermengt waren. Dafiir zeigt aber 
Versuch Nr. 9, bei dem eine genaue mikroskopische Unter- 
suchung die vollstaéndige Abwesenheit von Tyrosinkrystallen 
ergeben hatte, um so deutlicher, da8 eine uicht unbetrachtliche 
Menge Stickstoff aus der Lésung von der Hefe assimiliert wurde. 
SchlieBlich lieB sich bei Aufarbeitung aller drei Versuche aus 
den Lésungen geringe, aber pragnant nachweisbare Mengen von 
Tyrosol (0,02 bis 0,07 g) in Substanz fassen, ein weiteres Zeichen 
dafiir, da8 Tyrosin auch hier angegriffen und wieder, wie beim 
Zucker, abgebaut ist. Das verhaltnismaBig geringe Wachstum 
des Pilzes unter diesen Bedingungen spricht iibrigens nicht 
ohne weiteres fiir eine schlechtere Eignung des Methyl- und 
Amylalkohols als Kohlenstoff- und Energiequelle gegeniiber den 
andern untersuchten Substanzen, vielmehr scheint es, als ob 
diese beiden Alkohole selbst und die bei ihrem Abbau aus 
dem Pilz entstehenden Verbindungen wachstumshemmend auf 
das Protoplasma der Zellen wirken. Darauf deutet wenigstens 
hin, daB bei Beendigung der Versuche die Hefezellen mikro- 
skopisch betrachtet zwar an sich ein normales Aussehen be- 
saBen, aber im Innern stark kérnige Struktur aufwiesen und 
meistens abgestorben waren. Es ist also nicht ausgeschlossen, 
da8 unter besser angepaBten Wachstumsbedingungen auf den 
Lésungen der beiden Alkohole giinstigere Kulturerfolge zu er- 
zielen sind. Bemerkenswert erscheint jedenfalls, daB Willia 
anomala iiberhaupt Methyl- und Amylalkohol fiir die Plasma- 
bildung zu verwerten vermag. Bisher ist eine solche Aus- 
nutzungsmdglichkeit von Methyl- und Amylalkohol fiir Hefen 
nicht bekannt geworden und es sind nur einige wenige Mikro- 
organismen wie der Bacillus methylicus beschrieben, die auf 
Methylalkohol wachsen kénnen (O. Loew und Katayama) '). 
1) F, Czapek, Biochemie der Pflanzen 1, 298. 
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Welche Faktoren Willia anomala befaihigen, Alkohole zum 
Plasmaaufbau an Stelle von Zucker zu verwerten, lieB sich aus 
der Art der Produkte herleiten, die bei der weiteren Ver- 
arbeitung der Kulturfliissigkeiten zu gewinnen waren. Es zeigte 
sich naémlich, daB bei allen Versuchen, auch bei denen, wo nur 
geringes Wachstum beobachtet wurde, ziemlich proportional 
dem Ernteertrag und dem assimilierten Stickstoff in den Niahr- 
lésungen deutliche Bildung von Siéuren eingetreten war, die 
nur von der Oxydation der angewandten Alkohole herriihren 
konnten. Ein betrachtlicher Teil der Saéuren fand sich mit 
dem urspriinglichen Alkohol vereinigt in Esterform vor. So 
wurde in den Kulturen mit Methylalkohol Ameisensaure, in 
denen von Athylalkohol Essigsiure und beim Wachstum auf 
Amylalkohol Valeriansiure deutlich nachgewiesen. Es scheint 
also, als ob der Gehalt an stark oxydierenden Enzymen, die 
offenbar Kulturhefen nicht besitzen, Willia anomala im Gegen- 
satz zu diesen Hefen in den Stand setzt, Substanzen wie Al- 
kohole usw. anzugreifen und als Kohlenstoff- und Energie- 
material fiir die Plasmasynthese auszunutzen. 

Im einzelnen sei noch bemerkt, daB bei den Kulturen auf 
Rohrzucker, Glycerin und Athylalkohol gleichmaBig schon nach 
kurzer Zeit kraftiger Geruch nach Essigester auftrat, der all- 
mahlich immer starker wurde, wahrend auf Milchsaure ein 
solcher Geruch iiberhaupt nicht zu beobachten war. In den 
Versuchen mit Athylalkohol (Nr. 3 und 8) hatten sich betriacht- 
liche Mengen fliichtiger Saéiuren, die im wesentlichen aus Essig- 
siure bestanden, gebildet, und zwar wurden zu ihrer Neutrali- 
sierung im ganzen 20 ccm "/,-NaOH in Versuch Nr. 3 und 
16,2 ccm ®/,-NaOH in Versuch Nr. 8 verbraucht. Bei Verseifung 
des gesamten mit den Wasserdémpfen fliichtigen Essigesters 
wurden auBerdem 40,9 com ®/,-NaOQH in Versuch Nr. 3 und 
35,15 cem ®/,-NaOH in Versuch Nr. 8 absorbiert. 

In den Niahrfliissigkeiten mit Athyl- und Methylalkohol 
(Nr. 8 und 9) wurde noch parallel eine Bestimmung der ent- 
standenen Ameisensiure ausgefiihrt, indem man die Lésungen 
nach Zusatz von Phosphorsiure mit Wasserdampf destiliierte. 
Je 21 Destillat wurden schwach alkalisch gemacht, auf ein 
kleines Volumen eingedampft und darin mit Sublimat 


unter Zusatz von Natriumnitrit nach Blank und Finken- 
33* 
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beiner') die Ameisensdure bestimmt. Es ergaben sich bei dem 
Versuch 

mit Athylalkohol (Nr. 8) 0,0701 g Hg,Cl,, entsprechend 
0,0069 g Ameisensaure, 

mit Methylalkohol (Nr. 9) 0,1837 g Hg,Cl,, entsprechend 
00,0180 g Ameisensaure. 

Die Kultur mit Amylalkohol (Nr. 6) zeigte bei Aufarbeitung 
der Fliissigkeit deutlichen Geruch nach Baldrianester. Die Menge 
der fliichtigen Saéuren verbrauchte hier im ganzen 4,9 ccm ®/,- 
NaOH zur Neutralisation. 


Die positiven Ergebnisse der vorstehenden Versuchsreihe 
mit Willia anomala, die auch bei anderen Kahmhefen bestiatigt 
werden konnten, ermutigten zu weiteren Untersuchungen 
dariiber, ob auch Schimmelpilze ein ahnliches Verhalten beim 
EiweiBaufbau zeigen, wenn ihnen derartig einfach zusammen- 
gesetzte Kohlenstoffnahrung geboten wird. 

Als Versuchsobjekt wahlte ich Oidium lactis, das bisher 
von allen Schimmelpilzen auf sein Assimilationsvermégen fiir 
Aminoséuren und auf die dabei entstehenden Produkte am ein- 
gehendsten gepriift wurde. Fiir diesen Pilz hatte ich gemein- 
sam mit K. A. Jacobsen ®) friiher nachgewiesen, daB er Tyrosin 
sehr giinstig verwerten kann, wenn invertierter Rohr- oder 
Milchzucker als Kohlenstoffnahrung zugegen ist. Hierbei wird 
aber auch nur Ammoniak der Aminosiure von dem Pilz ent- 
zogen, das ganze iibrige Kohlenstoffgeriist bleibt hauptsiachlich 
in Form der d-p-Oxyphenylmilchsaéure 

(p)OH.C,H,.CH,.CH(OH).CO,H 
unverwertet in der Lésung zuriick. 

Die folgenden Versuche wurden in ganz ahnlicher Weise 
wie oben mit einer Lésung von 1 g Tyrosin in 1 1 Wasser 
angesetzt, in dem die iiblichen Nahrsalze und als einzige Kohlen- 
stoffnahrung einzeln Invertzucker, Glycerin, Milchséure*) und 


2) F. Ehrlich und K. A. Jacobsen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
44, 888, 1911. Die Angabe in dieser Arbeit, da8 Oidium lactis Milch- 
zucker als C-Quelle verwerten kann, ist dahin abzuiandern, da8 nur 
invertierter Milchzucker von Oidium angegriffen wird, da der Pilz keine 
Lactase enthilt. 

3) DaB Oidium lactis freie Milchsiure verarbeitet, hat bereits 
C. Wehmer nachgewiesen. Czapek, Biochemie der Pflanzen, a. a. O. 
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Athylalkohol gelést waren. In den Versuchen mit Glycerin und 
Athylalkohol wurde 0,3 g KH,PO,, in den mit Milchsaure 0,3 g 
K,HPO, angewandt. Der Versuch mit Invertzucker hatte einen 
Zusatz von 0,5 g KH,PO, +- 0,5 g K,HPO, erhalten. Er stammte 
eigentlich aus einer andern Versuchsreihe, sei aber trotzdem 
gerade wegen der giinstigen Kulturbedingungen hier zum Ver- 
gleich angefiihrt. Die geimpften Nahrlésungen wurden ebenfalls 
anfangs bei 25°, spater bei Zimmertemperatur aufbewahrt und 
hin und wieder geschiittelt, um die Neubildung der Pilzdecken 
zu beférdern. Die Aufarbeitung der Lésung geschah wie friiher 
in der Arbeit mit Jacobsen angegeben. Die eingedampften 
und mit Alkohol verrihrten Fliissigkeiten wurden nach Ver- 
dunsten des Alkohols und Aufnahme in wenig Wasser zunichst 
zur Entfernung atherléslicher Nebenbestandteile schwach alkalisch 
ausgeithert und dann erst nach dem Ansauern durch erschépfende 
Extraktion auf p-Oxyphenylmilchséure verarbeitet. Die rohe 
Saéure wurde in wenig heiBem Wasser gelést, die Lésung mit 
Tierkohle erwarmt, filtriert, die Kohle mit heiBem Wasser griind- 
ich ausgewaschen und die gesammelten Filtrate auf dem Wasser- 
bade bis auf wenige Kubikzentimeter eingeengt. Die nach dem 
Erkalten auskrystallisierte fast trockene Masse wurde nach dem 
Abpressen auf Ton und vollstandigem Trocknen im Exsiccator 
iiber Schwefelsiure zur Wagung gebracht. Die Identifizierung 
der d-p-Oxyphenylmilchsaure erfolgte jedesmal durch den Schmelz- 
punkt (169°), die Millonsche Reaktion, in einigen Fallen auch 
durch die Elementaranalyse und die spezifische Drehung ({a]})" 
= -+ 18,14° in wasseriger Lésung). 


Versuche mit Oidium lactis. 














\Gesamtaciditat - Stick- 

Ider vergorenen Trocken-) tic ff d-p-Oxy- 

Ver- N-freie Versuchs- Lésung entspr.| gewicht | ay aE phenyl- 

such dauer | verbr. com der Pilz-| ‘5, er ‘milch- 

Kohlenstoffquelle »/,-NaOH | ernte | lz- siure, rein 
(Phenolpht.) ernte 
Wochen ecm a g 

10 10 g , Invertzucker 5 10 1,76 | 0,0588 0,90 

10g Glycerin 7 7 1,81 | 0,0749 , 0,70 

12] 10g # Milchsdure J 55 0,88 | 0,0533 0,55 

|  (urspr. 72) } 
13 [10 com Athylalkohol} 7 8 1,23 | 0,0729 0,75 
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Wie die Tabelle zeigt, sind die Versuchsresultate vollkommen 
analog denen, die bei Kulturen mit Willia anomala erhalten 
wurden. Oidium lactis gedeiht auf Tyrosinlésungen, die mit 
Glycerin, Milchséure oder Athylalkohol als einziger Kohlenstoff- 
nahrung versetzt sind, fast genau so iippig wie bei Gegenwart 
von Invertzucker. Fiir den Pilz bilden also diese drei organi- 
schen Verbindungen im wesentlichen ein gleich gutes Energie- 
und Baumaterial fiir die Bildung des PlasmaeiweiBes wie Glucose, 
Fructose oder Galaktose. Bei Verwendung von Glycerin, Milch- 
séure oder Athylalkohol erfolgt aber die Ausnutzung der Amino- 
séure nicht anders und ebenso unrationell wie bei diesen Zucker- 
arten, wie der regelmaBige Nachweis von p-Oxyphenylmilchsaure 
in Mengen, die dem assimilierten Stickstoff ungefabr entsprechen, 
in den einzelnen Versuchen deutlich zu erkennen gibt. Die schein- 
bare Mehrausbeute an Abbauprodukt in bezug auf die geringere 
Stickstoffernte bei dem Zuckerversuch (Nr. 10) erklart sich wahr- 
scheinlich daher, daB in Gegenwart des Zuckers starkere auto- 
lytische Vorgange in der Kultur geherrscht haben, wodurch sich, 
wie friiher nachgewiesen’), aus Tyrosin des in Lésung gegangenen 
Pilzmycels ebenfalls p-Oxyphenylmilchsdure bilden kann. Be- 
merkenswert ist jedenfalls wieder besonders, daB Athylalkohol 
mit die giinstigste Ausbeute an EiweiSstickstoff und Oxyphenyl- 
milchséure veranlaBt hat. In dem Versuch mit Milchsaure 
(Nr. 12) ist offenbar eine geringe Schidigung des Pilzes durch 
die freie Saure eingetreten, das Mycel hatte sich aber trotzdem 
kriaftig entwickelt. Welche Mengen Milchsaiure von dem Pilz ver- 
arbeitet sind, la8t sich in diesem Falle aus dem starken Riickgang 
der Aciditét der Nahrlésung (entspr. 55 gegen urspr. 72 ccm 
2/,-NaOH) entnehmen, wenn gleichzeitig die Aciditat der aus Tyro- 
sin neu entstandenen aromatischen Saure beriicksichtigt wird. 

In &hnlicher Weise wie Oidium lactis sind schlieBlich, wie 
die Versuche weiter zeigten, auch andere Schimmelpilze, z. B. 
Rhizopus nigricans (Mucor stolonifer), befahigt, Glycerin, Milch- 
séure und Athylalkohol fiir die Plasmabildung auf Aminosaure- 
lésungen zu verwerten. 


Es blieb nun noch die interessante Frage aufzuklaren: 
Wenn Kulturhefen nicht wie wilde Hefen und Schimmelpilze 


1) F. Ehrlich und K. A. Jacobsen, a. a. O. 
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imstande sind, organische Substanzen, wie besonders Alkohol, 
Milchséure und Glycerin, fiir ihren EiweiSbau auszunutzen, 
welche Zerfallprodukte des Zuckers — denn nur um solche 
kann es sich handeln — befahigen sie dann eigentlich unter 
Zuhilfenahme der alkoholischen Garung als Energiequelle den 
Stickstoff der Aminosduren zu assimilieren und Plasma zu bilden? 
Da Kulturhefen so starke Oxydasen wie Kahmhefen nicht ent- 
halten und andererseits bei vélligem Luftabschlu8 vegetieren 
und garen kénnen, so war anzunehmen, daf diese Zerfall- 
produkte des Zuckers sehr leicht zersetzliche und auBerst reak- 
tionsfahige Substanzen sein muBten, die in statu nascendi 
sofort weiter zu PlasmaeiweiB verarbeitet oder in andere Neben- 
produkte der Garung verwandelt werden, deren Herkunft ohne 
weiteres nicht mehr erkennbar ist. Die Frage nach den Vor- 
gangen bei der Plasmabildung der Kulturhefen schien mir daher 
in gewissem Zusammenhang zu stehen mit der Frage nach den 
Zwischenprodukten der alkoholischen Zuckergarung, die in den 
letzten Jahren nach der Entdeckung der Zymase durch E. Buch- 
ner so eifrig diskutiert worden ist. Es schien besonders der 
Untersuchung wert, ob Substanzen, die man als Zwischen- 
produkte der Vergirung des Zuckers zu Alkohol vermutet hat, 
nicht auch Zwischenprodukte beim EiweiBaufbau der Hefe sind, 
indem sie diese befahigen, Aminoséuren fiir die Plasmabildung 
zu verwerten. 

In erster Linie war hier an das Dioxyaceton und die Brenz- 
traubenséure zu denken. Dioxyaceton nehmen neuerdings 
Boysen-Jensen') sowie Buchner und Meisenheimer’) als 
intermediéres Zwischenprodukt der alkoholischen Garung an. 
Beziiglich der Brenztraubensiure haben C. Neuberg und 
Mitarbeiter*) und O. Neubauer‘) verschiedene Schemata an- 
gegeben. C. Neuberg hat auch experimentell die AuBerst 
glatte Vergirung von Brenztraubenséure durch ein Hefeenzym 
zu Aldehyd und Kohlensaure dargetan. Nachdem C. Lintner 
und H. J. Liebig*®) am Beispiel der Reduktion des Furfurols 


1) Ber. d. Botan. Ges. 26a, 666, 1908, 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 43, 1773, 1910. 

3) Diese Zeitschr. 31, 170, 1910; 32, 323; 36, 60, 68, 76, 1911. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 326, 1911. 

5) Zeitschr. f. physiol. Chem. 72, 449, 1911, 
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zu Furfurylalkohol die Méglichkeit der Umwandlung von Al- 
dehyden in Alkohole durch die Hefe erwiesen haben, schien 
besonders im Hinblick auf die Analogie mit dem Abbau der 
Aminosiauren eine Untersuchung dariiber lohnend, ob etwa Brenz- 
traubensaure als Energiequelle oder als Baustein fiir die Plasma- 
bildung der Hefe in Frage kommt. 

Versuche dariiber habe ich, durch die erwahnten Arbeiten an- 
geregt, bereits vor langerer Zeit angestellt. Es wurden dabei ganz 
analog den obigen Versuchen Lésungen mit Tyrosin als N- und 
brenztraubensaurem Natron als einziger C-Quelle nach Zufiigung 
der iiblichen anorganischen Nahrsalze mit Willia anomala und 
Rasse XII geimpft langere Zeit bei 25° aufbewahrt. 

Versuch Nr. 14. Angewandt 1 g Tyrosin in 1 | Wasser 
gelést, das ferner enthielt 10 g Brenztraubensiure sowie 0,3 g 
K,HPO,, 0,1 g MgSO, +-7 H,O, Spuren von NaCl und Fe,Cl,. 
Die Lésung wurde mit "/,,-Natronlauge gegen Phenolphthalein 
genau neutralisiert, sterilisiert und mit Willia anomala geimpft. 
Die Kultur ging sehr gut an und entwickelte normal aus- 
gebildete Zellen, lieS aber dann bald wieder nach. Nach 
2 Monaten wurde der Versuch abgebrochen. Die Lésung er- 
wies sich gegen Phenolphthalein deutlich alkalisch, wie auch 
C. Neuberg und L. Karczag’) bei intensiver Vergirung der 
Brenztraubenséure beobachtet haben. Zur Neutralisation er- 
forderte die gesamte Lésung 7 ccm "/,-H,SO,. Die Hefezellen 
erwiesen sich zum groBen Teil abgestorben. Die Pilzernte wog 
trocken 0,83 g und enthielt 0,0487 g N. Aus der Lésung lieB 
sich 0,14 g reines Tyrosol isolieren. 

Versuch Nr. 15. Eine gleich zusammengesetzte Nahrlésung, 
enthaltend | g Tyrosin und 10 g Brenztraubensiure, wurde mit 
Natronlauge neutralisiert, sterilisiert und mit der obergirigen 
Hefe Rasse XII geimpft. Das Wachstum erfolgte nur sehr 
langsam, es war auch nach 2 Monaten gering, aber deutlich 
wahrnehmbar. Nach 2*/, Monaten wurde der Versuch ab- 
gebrochen. Die Lésung war auch hier alkalisch geworden, 
wenn auch nur schwach. Die Hefezellen zeigten kérniges Aus- 
sehen und waren sdmtlich abgestorben. Die Trockenernte wog 
nur etwa 0,015 g und enthielt ca. 0,001 g N. Aus der Lésung 


1) Diese Zeitschr. 36, 68, 1911, 
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wurde aber durch Ausiithern in der iiblichen Weise 0,02 g 
reines Tyrosol gewonnen. 

Die Versuche sind nur als vorlaufige zu betrachten, da 
durch den Eintritt der alkalischen Reaktion das Wachstum der 
Hefezellen offenbar stark gehemmt war. Immerhin zeigen sie 
deutlich, da8 Kahmhefen, aber auch Kulturhefen auf Lésungen 
von Brenztraubensaéure als Ersatz fiir Zucker gedeihen und 
diese Substanz als Kohlenstoff- und Energiequelle fiir den 
EiweiBaufbau benutzen kénnen, wobei dann dieselben Eiweil- 
stoffwechselprodukte, hier also Tyrosol, auftreten. Wie weitere 
im Gange befindliche Versuche, die auch auf Dioxyaceton aus- 
gedehnt werden sollen, bereits erkennen lassen, ist bei zweck- 
maéBig abgedinderten Kulturbedingungen und bei Anwendung 
gréBerer Hefemengen eine noch giinstigere Verwertung der Brenz- 
traubensaure fiir die Plasmabildung bei Kulturhefen zu erzielen. 
Uber diese Versuche wird spiter berichtet werden. 











Bemerkung zu der Mitteilung von D, Minami: 


»Einige Versuche iiber die Resorption der Gelatine 
im Dinndarm*. 
Von 
Felix Reach. 


(Aus dem physiologischen Institut der k. k. Hochschule fiir Bodenkultur 
in Wien.) 


(Hingegangen am 4; Oktober 1911.) 


In der im Titel genannten Mitteilung!) sagt Minami: ,,Die Versuche 
zeigen, daB eine rein wiasserige Gelatinelésung im Diinndarm nicht oder 
nur auBerst wenig resorbiert wird.“ Diese Angabe stiitzt sich auf Be- 
obachtungen, die an zwei Darmschlingen eines Versuchstieres angestellt 
wurden. Bei eigenen Versuchen erhielt ich*) andere Resultate, namlich 
folgende: ,,Der Diinndarm resorbierte: 

aus einer Gelatinelésung in vier Versuchen 82,2, 15,1, 78,6 und 76,5°/9; 
im Mittel 63,1°/,; 

aus einer mit Kochsalz versetzten Gelatinelésung in drei Versuchen: 
86,7, 56,8 und 54,8°/,, im Mittel 66,1°/,).“ 

In meinen Versuchen war die Resorptionszeit 5 bis 51/, Stunden, 
wihrend Minami dem Darme zur Resorption nur 1 Stunde Zeit lieB. 

Diese Erinnerung an friihere Untersuchungen diirfte im Zusammen- 
hange mit denen Minamis am Platze sein, 


1) Diese Zeitschr. 34, 261, 1911. 
®) Arch. f. d. ges. Physiol. 86, 247, 1901. 
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